Studi variasi morfologi biji, serbuk sari

dan pola pita isozim padi (oryza sativa)

varietas rojolele by , Widiyanti
 1 
Studi variasi morfologi biji, serbuk sari 
dan pola pita isozim padi (oryza sativa) 
varietas rojolele 
 
 
TESIS 
 
Disusun Untuk Memenuhi Sebagian Persyaratan 
Untuk Memperoleh Gelar Magister 
Program Studi Biosains 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Disusun oleh: 
Widiyanti 
S.900905004 
 
 
PROGRAM PASCASARJANA 
UNIVERSITAS SEBELAS MARET 
SURAKARTA 
2007 
 2 
STUDI VARIASI MORFOLOGI BIJI, SERBUK SARI 
DAN POLA PITA ISOZIM PADI (Oryza sativa) 
VARIETAS ROJOLELE 
 
 
 
Tesis 
Disusun oleh: 
Widiyanti 
NIM: S.900905004 
 
 
Telah disetujui oleh Tim Pembimbing 
Pada tanggal:..................... 
 
Dewan Pembimbing 
      Jabatan  Nama       Tanda Tangan   Tanggal 
 
Pembimbing I Prof. Drs. Suranto, M.Sc Ph.D     ......................     .......... 
 NIP. 131 472 192 
 
 
Pembimbing II Dr. Sugiyarto, M.Si     ......................      ........... 
 NIP. 132 007 622 
 
 
 
Mengetahui 
Ketua Program Studi Biosains 
 
 
Prof. Drs. Suranto, M.Sc Ph.D 
NIP. 131 472 192 
 3 
STUDI VARIASI MORFOLOGI BIJI, SERBUK SARI 
DAN POLA PITA ISOZIM PADI (Oryza sativa) 
VARIETAS ROJOLELE 
 
 
 
Tesis 
Disusun oleh: 
Widiyanti 
S.900905004 
 
 
Telah disetujui oleh Tim Penguji 
Pada Tanggal:............... 
 
 
Jabatan      Nama                            TandaTangan Tanggal 
 
Ketua  Prof. Drs. Sutarno, M.Sc Ph.D                 .................    ......... 
 
Sekretaris  Prof. Dr. Ir. Edi Purwanto, M.Sc               .................    ......... 
 
Anggota  1.  Prof. Drs. Suranto, M.Sc Ph.D             .................    ......... 
 
  2.  Dr. Sugiyarto, M.Si                    .................   .......... 
 
Mengetahui 
 
Ketua Program Studi   Prof. Drs. Suranto, M.Sc Ph.D                   ................    .......... 
Biosains  NIP. 131 472 192 
 
Direktur Program Prof. Drs. Haris Mudjiman, MA., Ph.d  ...............   ......... 
Pasca Sarjana NIP. 130 344 454 
 
 4 
PERNYATAAN ORISINALITAS TESIS 
 
Saya menyatakan dengan sebenar-benarnya bahwa 
sepanjang pengetahuan saya, di dalam Naskah Tesis ini tidak terdapat 
karya ilmiah yang pernah diajukan oleh orang lain untuk memperoleh 
gelar akademik di suatu Perguruan Tinggi, dan tidak terdapat karya atau 
pendapat yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh orang lain, kecuali 
yang secara tertulis dikutip dalam naskah ini dan disebutkan dalam 
sumber kutipan dan daftar pustaka. 
Apabila ternyata di dalam naskah Tesis ini dapat dibuktikan 
terdapat unsur-unsur jiplakan, saya bersedia Tesis (MAGISTER) 
dibatalkan, serta diproses sesuai dengan peraturan perundang-undangan 
yang berlaku (UU No. 20 Tahun 2003, pasal 25 ayat 2 dan pasal 70). 
 
          Surakarta, 2 Agustus 2007 
          Yangmembuat pernyataan 
       
 
             
                    Widiyanti 
                S.900905004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 5 
ABSTRAK 
 
Widiyanti. 2007. STUDI VARIASI MORFOLOGI BIJI, 
SERBUK SARI  DAN   POLA PITA ISOZIM PADI (Oryza sativa) 
VARIETAS ROJOLELE. 1. Prof. Drs. Suranto, M.Sc.Ph.D.  2. Dr. 
Sugiyarto, M.Si. Program Studi Biosains. Program Pascasarjana . 
Universitas Sebelas Maret. Surakarta. 
 
Padi unggul lokal asal Kabupaten Klaten dengan nama padi 
Rojolele telah dirilis oleh Departemen Pertanian pada tahun 2003.  Padi 
tersebut merupakan salah satu padi asal Indonesia yang digunakan 
sebagai induk persilangan program penelitian IRRI. Hasil observasi 
ditemukan adanya variasi morfologi padi Rojolele yang berkembang di 
Kabupaten Klaten. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui variasi padi 
Rojolele di Kabupaten Klaten.  Populasi padi yang diuji meliputi populasi 
padi di desa Gledeg, Karangan, Kadilajo, Mrisen, Taji dan Trasan.  Benih 
padi ke-enam populasi tersebut dibudidayakan di desa Karangan 
Kecamatan Karanganom Kabupaten Klaten.  Pendekatan yang digunakan 
meliputi morfologi biji, serbuk sari dan pola pita isozim.  Analisis serbuk 
sari digunakan metode asetolisis dan analisis pola pita isozim digunakan 
metode elektroforesis. 
Data kualitatif yang meliputi warna dan alur permukaan biji 
serta morfologi serbuk sari  dideskripsikan untuk masing-masing padi 
varietas Rojolele, sedangkan data kuantitatif yang terdiri dari panjang bulu 
biji, bentuk biji, bentuk serbuk sari dan pola pita isozim dianalisis dengan 
menggunakan Hierarchical Cluster Analysis metode Average Linkage 
(Between Group) program SPSS 11.5. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa berdasarkan karakter 
morfologi serbuk sari keenam padi varietas Rojolele yang diuji adalah 
sama. Berdasarkan morfologi biji khususnya karakter panjang bulunya, 
padi varietas Rojolele di Kabupaten Klaten terbagi menjadi 2 (dua) 
kelompok, kelompok padi varietas Rojolele berbulu panjang yang terdiri 
dari Gledeg, Karangan dan Taji, sedang Kadilajo, Mrisen dan Trasan 
termasuk dalam kelompok padi varietas Rojolele berbulu pendek.  
Pengelompokan berdasar karakter panjang bulu padi ini didukung dari 
hasil analisis isozim baik Peroksidase maupun Esterase.  Kelompok padi 
varietas Rojolele berbulu panjang memiliki 4 pita untuk isozim 
Peroksidase dan 4 pita untuk isozim Esterase, sedang padi varietas 
Rojolele berbulu pendek memiliki 5 pita untuk isozim Peroksidase dan 3 
pita untuk isozim Esterase. Hal ini menunjukkan bahwa keragaman 
morfologi biji khususnya karakter panjang bulu terjadi karena adanya 
faktor genetik. 
Kata kunci: Oryza sativa, pollen, isozim, Rojolele, taksonomi. 
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ABSTRACT 
 
Widiyanti. 2007. Studies on the Variation of Seed and Pollen 
Morphology and Isozymic Pattern of Rice (Oryza sativa) of Rojolele 
Cultivar. 1. Prof. Drs. Suranto, M.Sc.Ph.D 2. Dr. Sugiyarto, M.Si. Biosains. 
Magister Programme. Sebelas Maret University. Surakarta. 
 
The local rice from Klaten have been released by the 
Departement of  Agriculture  in the 2003’s.  It was named Rojolele. This is  
one of variety rices from Indonesian that was used in breeding 
programme of IRRI. The observation showed that there was 
morphological variation on Rojolele which grown in Klaten. 
The aims of this research were to study the Rojolele variation 
of rice in Klaten, based on their morphological as well as the genetic 
characters.  The cultivars used in this study were: Rojolele from Gledeg, 
Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji and Trasan. All of the six Rojolele’s rice 
were planted in Karangan village, Karanganom, Klaten district.  The 
characters used were seed and pollen morphological data, as well as 
isozymic pattern.  The research was done in sub Laboratory of Biology, 
Central Laboratory of MIPA UNS, using acetolysis method for 
characterizing the pollen morphology. While the SDS PAGE method was 
used in studying the isozymic of Peroxidase (PRX) and Esterase (EST) 
patterns. 
The data for characterizing the seeds were used: color,  
shape and pollen morphology were described. Meanwhile the pattern of 
isozymic patterns were used to analysis the hierarchical cluster, euclidean 
distance of SPSS 11.5 software was used for all of Rojolele cultivars. 
Accordingly the quantitatif data which consist long of awn, seed shape 
and pollen shape  were grouped using cluster hierarchical analysis, 
between group linkage employing the above software. 
The results showed that based on character of pollen 
morphology, all of Rojolele cultivars were not different, on the other hand  
according to seed morphology, specially  the long of awn character, 
Rojolele in Klaten district were separated into 2 groups.  First, Rojolele 
which has a long awn include Gledeg, Karangan and Taji, while Kadilajo, 
Mrisen and Trasan were grouped in another group which have a short 
awn.  This grouping was supported also by the result of analysis of 
Peroxidase and Esterase pattern.  Rojolele cultivars which have a long 
awn have 4 bands for Peroxidase isozyme and 4 bands for Esterase 
isozyme, while Rojolele cultivars which have a short awn have 5 bands for 
Peroxidase isozyme and 3 bands for Esterase isozyme. It is suggested 
that the variation of seed morphology especially long of awn may be 
controlled by the genetic factor (isozyme). 
Keyword: Oryza sativa, pollen, isozyme, Rojolele, taxonomy. 
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MOTTO dan PERSEMBAHAN 
 
 
“Sapa sing temen bakal tinemu” 
(Anonim) 
 
 
 
 
AKU TAHU,  rizkiku tak mungkin diambil orang lain KARENANYA, 
hatiku tenang 
AKU TAHU,  amal-amalku tak mungkin dilakukan orang lain MAKA, aku 
sibukkan diriku untuk beramal 
AKU TAHU,  ALLAH selalu melihatku KARENANYA, aku malu bila 
ALLAH mendapatiku malakukan maksiat 
AKU TAHU, kematian menantiku MAKA, kupersiapkan bekal untuk 
berjumpa dengan ROBB-ku 
(Hasan Al-Bashri) 
 
 
 
 
 
Karya ini kupersembahkan untuk yang tercinta 
Orang tua 
Suami dan anak-anakku 
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KATA PENGANTAR 
 
Dengan memanjatkan puji syukur ke hadirat Allah SWT, atas 
segala limpahan rahmat dan hidayah-Mu penulis dapat menyelesaikan 
penelitian untuk tesis yang berjudul “Studi Variasi Morfologi Biji, Serbuk 
Sari dan Pola Pita Isozim Padi (Oryza sativa) Varietas Rojolele”. 
Padi Rojolele merupakan padi unggul lokal Kabupaten Klaten 
yang telah dirilis oleh Departemen Pertanian pada tahun 2003.  Di 
beberapa wilayah pengembangan, padi tersebut memiliki perbedaan 
morfologi khususnya pada panjang bulunya.  Terjadinya variasi tanaman 
dapat disebabkan oleh faktor lingkungan dan atau faktor genetik. 
Untuk menjawab permasalahan tersebut dilakukan pengujian 
terhadap padi Rojolele dengan pendekatan morfologi biji, serbuk sari dan 
pola pita isozim.  Analisis morfologi serbuk sari digunakan metode 
asetolisis, sedang analisis pola pita isozim dengan metode  
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE). 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari analisis morfologi 
serbuk sari tidak terdapat perbedaan yang signifikan diantara populasi 
padi Rojolele yang diuji, tetapi berdasarkan analisis morfologi biji 
khususnya karakter panjang bulunya, populasi padi varietas Rojolele 
yang diuji terkelompok menjadi 2  kelompok; yaitu padi Rojolele yang 
berbulu panjang dan berbulu pendek, dan ternyata  pengelompokan 
tersebut didukung oleh hasil analisis pola pita isozim. 
 
          Surakarta,  2 Agustus 2007 
                Penulis 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
  Padi merupakan tanaman pangan yang sangat penting di 
dunia, melebihi kentang, jagung , gandum dan serealia lainnya.  Tanaman 
ini dipertimbangkan sangat penting kehadirannya di dunia, karena padi 
merupakan pangan pokok bagi lebih dari setengah penduduk dunia (Lu, 
1999).  Selain adanya kandungan karbohidrat yang mudah dicerna, juga 
terkandung vitamin dan mineral yang penting bagi tubuh manusia.   
Bahan pangan ini mempunyai teknologi pasca panen, pengolahan dan 
penyimpanannya yang relatif lebih mudah.  Disamping itu bagian 
vegetatifnya dapat dimanfaatkan untuk pakan, pupuk organik dan bahan 
baku industri. 
 Padi dapat tumbuh mulai dari daerah tropis sampai ke daerah 
subtropik, dan dari dataran rendah sampai dataran tinggi.  Tanaman ini 
dapat dibudidayakan secara tradisional sampai mekanis penuh.  Varietas 
padi beraneka ragam, dikenal lebih dari 9.000 varietas, disamping masih 
adanya variasi individual dalam tiap varietas (Soemartono, 1998) 
 Dua varietas padi berasal dari subspecies javanika yang 
banyak ditanam di Indonesia adalah Pandan Wangi dan Rojolele.      
Kedua varietas padi tersebut disebut juga dengan nama padi bulu karena 
ujung biji mempunyai bulu yang panjang (Ishak, 2000).   Padi rojolele 
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merupakan salah satu varietas padi unggul lokal asal Indonesia yang 
digunakan sebagai induk persilangan dalam program penelitian IRRI 
(Fagi dkk., 2002 dalam Mudjisihono dkk., 2002).     Mengingat arti 
pentingnya padi Rojolele tersebut perlu dilestarikan, sehingga diharapkan 
tidak segera punah.  Hal ini tentunya akan bermanfaat untuk kelestarian 
dan pengembangan sumber pangan kita.  Padi Rojolele juga dicatat 
sebagai sumber benih sepanjang masa artinya sekali menanam hasilnya 
selalu dapat digunakan sebagai sumber benih untuk penanaman 
berikutnya tanpa mengenal batas waktu.  Hasil produksinya memiliki 
kualitas yang tinggi yaitu pulen dan wangi serta mempunyai nilai ekonomi 
yang tinggi (Mudjisihono dkk., 2001).  Padi unggul lokal Kabupaten Klaten 
dengan nama Rojolele telah dirilis Departemen Pertanian pada tahun 
2003.  Hasil pengamatan di lapangan yang telah berlangsung bertahun-
tahun  yang menunjukkan bahwa padi Rojolele ternyata memiliki variasi 
pada panjang bulunya yaitu ada yang bulunya panjang dan pendek. 
 Terjadinya variasi tanaman tak terkecuali pada Rojolele 
dipercayai dapat dipengaruhi oleh adanya faktor lingkungan dan faktor 
genetik.  Sitompul dan Guritno (1995) mengatakan bahwa penampilan 
bentuk tanaman dikendalikan oleh sifat genetik tanaman dibawah 
pengaruh faktor-faktor lingkungan.  Faktor lingkungan yang diyakini dapat 
mempengaruhi terjadinya perubahan morfologi tanaman antara lain iklim, 
suhu, jenis tanah, kondisi tanah,  ketinggian tempat, kelembaban.  
Apabila faktor lingkungan lebih kuat memberikan pengaruh daripada 
faktor genetik maka tanaman di tempat yang berlainan dengan kondisi 
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lingkungan yang berbeda akan memiliki morfologi yang bervariasi 
(Suranto, 2001).  Tetapi apabila pengaruh faktor lingkungan lebih lemah 
daripada faktor genetik , maka walaupun tanaman ditanam di tempat 
yang berlainan tidak akan terdapat variasi morfologi. 
Morfologi tanaman merupakan salah satu dasar pendekatan 
dalam taksonomi (Weier et al., 1982).  Klasifikasi tanaman secara klasik 
dilakukan berdasarkan morfologi tanaman yaitu yang secara kasat mata 
dapat terlihat dan dapat juga dengan memanfaatkan bantuan alat optik 
(misalnya: mikroskop) dan dapat dilakukan pembedaan antara satu 
populasi dengan yang lain.  Pendekatan ini digunakan untuk identifikasi 
maupun mempelajari taksonomi pada beberapa tanaman, antara lain: 
bawang (Cramer and Havey, 1999), jeruk besar (Citrus maxima Merr) 
(Purwanto dkk., 2002), Micromelum Blume (Rutaceae) (Uji, 2005), gambir 
(Uncaria gambir (Hunter) Roxb) (Hartini dkk., 2005), tomat ranti (Wijaya 
dkk., 2005).   
Klasifikasi tanaman dalam taksonomi modern tidak hanya 
berdasarkan pada sifat morfologi seperti daun, bunga, batang, buah, 
serbuk sari, akan tetapi juga dibutuhkan bukti-bukti eksperimental sebagai 
pendukung.  Data non morfologi ini dapat berupa pola pita isozim, 
kromosom ataupun kandungan kimia lainnya.  Dengan adanya data 
morfologi dan data non morfologi akan diperoleh data yang lebih lengkap 
dan akurat di dalam membantu menetapkan posisi tanaman dalam 
taksonya. 
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Pendekatan yang dapat dilakukan untuk mengetahui jarak 
genetik dan variasi populasi suatu tanaman dengan menggunakan 
karakter morfologi serbuk sari, seperti yang telah dilakukan pada 
beberapa tanaman: Cajanus cajan (L) Millsp dan Atylosia W&A 
(Chaturvedi and Datta, 2000); Typha latifolia, Typha angustifolia dan 
Typha xglauca (Finkelstein, 2003); tribus Alpineae (Lestari, 2005).  Selain 
itu dapat pula menggunakan pola pita isozim untuk mengetahui jarak 
genetik dan  keragaman suatu makhluk hidup, seperti yang telah 
dilakukan pada beberapa tanaman dan hewan antara lain: Ranunculus 
(Suranto, 1991, 2001), padi hasil silang balik dari Culture-40 x Aikoku 
dengan Culture-40 (Irwansyah, 1993); padi M2 kultivar Nani-Sukro 
(Winarno dkk., 1993); manggis (Mansyah dkk., 1999); jeruk besar di 
Magetan (Purwanto dkk., 2002); nanas (Hadiati dkk., 2002 dan Hadiati, 
2003); Aegilops L. dan Triticum L. (Karcicio and Izbirak, 2003); 
Microthlapsi perfoliatum (Brassicaceae) (Koch and Bernhardt, 2004); 
bekicot Achatina variegata (Novianto dkk., 2004); tribus Alpineae(Lestari, 
2005); Garry oak (Ritland, 2005); Vicia subgenus Cracca (Fabaceae) 
(Jaaska, 2005); spesies Cucumis (Chen et al., 2006). 
Dari uraian singkat di atas ternyata untuk mempelajari 
terjadinya variasi makhluk hidup tanaman, data yang digunakan tidak 
hanya data fenotif tanaman, tetapi data morfologi yang pengamatannya 
membutuhkan alat bantu optik seperti morfologi serbuk sari juga 
dimanfaatkan.  Bahkan apabila kemiripan dari sifat morfologi yang begitu 
dekat dan hampir tidak dapat dibedakan maka ditambahkan data seperti 
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protein/isozim.  Sehubungan dengan hal tersebut, maka perlu dilakukan 
penelitian untuk menguji terjadinya variasi padi varietas Rojolele yang ada 
di Kabupaten Klaten berdasarkan morfologi biji, serbuk sari, dan juga 
genetik yang berupa pola pita isozim. 
 
B. Perumusan Masalah 
Berangkat dari latar belakang di atas, maka masalah yang  
kami angkat dalam penelitian ini adalah : 
- Adakah variasi morfologi biji, serbuk sari dan pola pita isozim padi 
varietas Rojolele di Kabupaten Klaten? 
 
C. Tujuan 
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk: 
- Menguji terjadinya variasi morfologi biji, serbuk sari dan pola pita 
isozim pada padi varietas Rojolele di Kabupaten Klaten. 
  
D. Manfaat Penelitian 
Memberikan informasi tentang  variasi morfologi biji, serbuk 
sari dan pola pita isozim padi varietas Rojolele  yang berguna untuk 
kepentingan pemuliaan tanaman padi dan penyelamatan plasma nutfah. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Klasifikasi dan Deskripsi Padi Rojolele 
Padi adalah jenis tanaman rumput berumpun dan termasuk 
golongan tanaman semusim.  Bentuk batangnya bulat dan berongga, 
daunnya memanjang seperti pita yang berdiri pada ruas-ruas batang dan 
mempunyai sebuah malai yang terdapat pada ujung batang.  Klasifikasi 
tanaman padi adalah : 
Divisio : Spermatophyta 
Sub divisio : Angiospermae 
Klas : Monocotyledoneae  
Ordo : Poales  
Familia : Poaceae  
Genus : Oryza 
Spesies : Oryza sativa  
Varietas : Rojolele 
Pada tahun 2003 Departemen Pertanian telah merilis galur 
padi sawah lokal rojolele asal Kabupaten Klaten sebagai varietas unggul 
dengan nama padi Rojolele. Deskripsi padi sawah varietas Rojolele 
berdasarkan Surat Keputusan Menteri Pertanian Republik Indonesia 
Nomor : 126/Kpts/TP.240/2/2003 sebagai berikut : 
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Asal  : Lokal Delanggu Klaten 
Golongan : Berbulu 
Umur tanaman : 155 HSS 
Bentuk tanaman : Tegak 
Tinggi tanaman : 146 – 155 cm 
Anakan produktif : 8 –9 
Warna kaki :  Ungu 
Warna batang  :  Ungu 
Warna telingga daun : Tidak berwarna 
Warna lidah daun : Tidak berwarna 
Warna daun : Hijau 
Muka daun : Kasar 
Posisi daun : Terkulai 
Daun bendera : Terkulai 
Bentuk gabah : Gemuk 
Warna gabah : Kuning 
Kerontokan : Tahan rontok 
Kerebahan : Sedang 
Tekstur nasi : Wangi, pulen 
Kadar amilose : 21% 
Bobot seribu butir : 32 gram 
Produksi : 4,2 ton/ha 
Ketahanan terhadap hama : Peka terhadap wereng coklat. 
 Padi varietas Rojolele merupakan salah satu jenis padi 
sawah, yang tempat hidupnya berupa tanah berlempung yang berat atau 
tanah yang memiliki lapisan keras 30 cm di bawah permukaan tanah.  
Selain itu juga menghendaki tanah lumpur yang subur dengan ketebalan 
18-22 cm dengan pH 4,0-7,0.  Pada tahap-tahap pertumbuhan tertentu, 
padi membutuhkan kondisi air yang tergenang. 
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 Iklim yang sesuai untuk pertumbuhan padi sawah antara lain 
membutuhkan curah hujan yang baik rata-rata 200 mm/bulan atau 1.500 
– 2.000 mm/tahun.  Di dataran rendah padi memerlukan ketinggian antara 
0-650 m diatas permukaan laut dengan temperatur 22,5-26,5oC.  
Tanaman padi memerlukan penyinaran matahari penuh tanpa naungan 
(Departemen Pertanian, 1981). 
  
B. Tanaman Padi 
Bagian-bagian tanaman padi meliputi akar, batang, daun, 
anakan, dan malai. Meskipun tanaman padi ini mempunyai deskripsi 
seperti di atas, namun sesuai dengan tujuan penelitian ini khususnya 
morfologi, uraian tanaman padi difokuskan pada malai. 
1. Malai 
Bagian-bagian malai padi adalah pangkal malai, tangkai, 
cabang primer dan sekunder, pedikel, rudimentary glume dan spikelet 
(calon biji).  Malai padi  terdiri dari 8-10 ruas dengan interval 2-4 cm.  
Cabang sekunder tumbuh dari cabang primer.  Pedikel tumbuh dari ruas 
cabang primer maupun sekunder yang ujungnya muncul spikelet.  Pada 
umumnya hanya satu cabang primer yang keluar dari pangkal malai, 
tetapi pada kondisi yang menguntungkan, 2 atau 3 cabang primer keluar 
dari pangkal malai sebagai malai betina (Yoshida, 1981). 
Morfologi spikelet (bakal calon biji) menurut Yoshida (1981) 
seperti yang diuraikan berikut ini.  Spikelet keluar dari pedikel, 
pemanjangan tangkai malai, cabang primer maupun cabang sekunder. 
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Ada 2 rudimentary glume pendek pada ujung pedikel.  Sepasang lemma 
steril dan rachilla yang terletak diantara rudimentary glume dan spikelet. 
Bunga berada di dalam lemma dan palea seperti terlihat pada Lampiran 
4.  Bunga terdiri dari benang sari, kepala sari dan bakal buah.  Ada 6 
benang sari yang berkembang dengan baik.   
Setelah daun bendera tumbuh yaitu sekitar 18 hari sebelum 
heading, malai tumbuh cepat dan bergerak keatas di dalam daun bendera 
dan terjadi pemanjangan ruas.  Sekitar 6 hari sebelum heading, daun 
bendera menebal.  Masa 6 hari disebut masa bunting. 
Pemanjangan ruas kedua dari ujung mencapai sempurna 
selama 1-2 hari sebelum heading.  Kemudian ujung ruas memanjang 
dengan cepat dan menekan malai keatas.  Sehingga malai keluar dari 
daun bendera.  Heading adalah keluarnya malai.  Secara umum, 
keluarnya malai cepat dan sempurna pada padi jenis japonica, tetapi 
lambat dan tidak sempurna pada beberapa padi varietas indica.  Suhu 
yang rendah mengakibatkan malai yang keluar sedikit. 
Dalam tanaman, beberapa anakan biasanya mengalami 
heading lebih awal daripada akar utama.  Waktu heading berbeda tidak 
hanya dalam tanaman, tetapi diantara tanaman di dalam lahan yang 
sama.  Ini biasanya berlangsung 10-14 hari untuk semua tanaman di 
lapangan mengalami heading dengan sempurna.  Waktu heading 
didefinisikan sebagai waktu dimana 50% malai telah keluar. 
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2. Penyerbukan 
Penyerbukan merupakan rangkaian antara membuka dan 
menutupnya spikelet.  Proses penyerbukan terjadi selama 1-2,5 jam.  
Pada awal penyerbukan, bagian ujung lemma dan palea mulai membuka, 
terjadi pemanjangan filamen.  Anther pecah sesaat sebelum atau ketika 
lemma dan palea membuka, selanjutnya beberapa serbuk sari jatuh dan 
menempel pada stigma (kepala putik).  Pada kondisi tersebut tanaman 
padi mengalami penyerbukan sendiri. 
Ketika filamen (tangkai sari) mengalami pemanjangan terus 
menerus filamen membawa anther keluar dari lemma dan palea, 
sehuingga serbuk saripun terlepas ke udara.  Serbuk sari ini akan terbang 
tertiup angin menempel stigma pada spikelet lain.  Proses penyerbukan 
seperti ini disebut dengan penyerbukan silang.  Proses penyerbukan 
sendiri terjadi lebih awal daripada proses penyerbukan silang.  Terjadinya 
proses penyerbukan silang tidak lebih dari 1% (Yoshida, 1981).  Setelah 
proses penyerbukan selesai, spikelet (lemma dan palea) menutup dan 
membiarkan anther diluar. 
Penyerbukan tanaman padi dimulai ketika setelah proses 
heading dan dimulai dari spikelet pada ujung dibagian cabang malai 
bagian atas.  Waktu penyebukan masing-masing spikelet bervariasi 
tergantung dari posisi spikelet pada malai.  Spikelet di bagian ujung dari 
cabang teratas mengalami penyerbukan lebih dahulu dibanding pada 
cabang dibawahnya. 
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C. Serbuk Sari 
Menurut Tjitrosoepomo (1988) bahwa serbuk sari  bentuknya 
bulat atau jorong dan hampir selalu mempunyai dua dinding eksin yang 
luar dan intin yang sebelah dalam.  Pada perkecambahan serbuk sari 
menjadi buluh serbuk dan menembus eksin pada bagian-bagian yang 
lemah atau lubang yang sengaja disediakan untuk keperluan itu.  Bentuk 
serbuk sari bermacam-macam seperti yang terlihat pada Lampiran 1.   
Tjitrosoepomo (1988) mengatakan bahwa bentuk serbuk sari yang 
bermacam-macam itu adalah sifat yang dari segi taksonomi mempunyai 
arti yang penting, yang dalam batas-batas tertentu dapat dipakai sebagai 
sarana identifikasi tumbuh-tumbuhan.  
Serbuk sari mempunyai ciri morfologi yang khas untuk suatu 
jenis tumbuhan.  Ciri-ciri tersebut berbeda pada masing-masing takson 
sehingga dapat digunakan untuk mengidentifikasi taksa pada suatu 
familia atau dibawahnya.  Ornamentasi eksin berisi bahan yang berasal 
dari tapetum dan berperan dalam pengendalian kecocokan intra spesies 
(Hidayat, 1995).  
Erdtman (1952) mengatakan analisis serbuk sari dapat 
digunakan untuk menentukan spesies tumbuhan yang terdapat di daerah 
tertentu.  Analisis serbuk sari kuantitatif dibuat pada lapisan-lapisan 
geologi telah banyak membantu memahami sejarah flora pada banyak 
tempat di bumi.  Ciri-ciri taksonomi yang dapat diperoleh dari serbuk sari 
adalah ornamentasi eksin, polaritas, simetri, bentuk dan ukurannya.  
Karakter utama butir serbuk sari meliputi tipe, jumlah dan posisi apertura 
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serta ornamentasi eksin.  Menurutnya sifat dan ciri morfologi serbuk sari 
antara lain: 
1).  Unit serbuk sari 
 Serbuk sari yang telah masak di dalam teka pada umumnya 
adalah tunggal tetapi ada beberapa juga yang terdapat diad, 
tetrad, polyad, massulae atau polinia. 
2). Polaritas 
 Tipe apertura dan homology serbuk sari dapat ditentukan dengan 
mengamati polaritasnya. Serbuk sari mempunyai 2 kutub yaitu 
distal dan proksimal. Garis yang menghubungkan kedua kutub 
tersebut disebut aksis polar dan garis yang tegak lurus terhadap 
aksis polar disebut aksis ekuatorial. 
3).  Apertura 
 Apertura adalah suatu daerah tipis pada eksin yang langsung atau 
tidak langsung berhubungan dengan perkecambahan serbuk sari.  
Apertura diperkirakan sebagai tempat munculnya tabung serbuk 
sari pada saat perkecambahan dengan kepala putik.  Apertura 
dibagi menjadi 2 tipe yaitu kolpus dan porus. Kolpus merupakan 
apertura dengan celah memanjang dan porus merupakan apertura 
dengan celah pendek. Butir serbuk sari dengan pori disebut porat, 
dengan kolpi disebut kolpat, bila terdapat pori dan kolpi bersamaan 
disebut kolporat. Apabila pori dan kolpi tersusun sejajar di sekitar 
ekuator butir serbuk sari diberikan istilah dengan penambahan 
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awalan zono-. Jika apertura tersebar di semua permukaan butir 
serbuk sari digunakan awalan panto-. 
 Posisi dan bentuk apetura menurut (Erdtman, 1952) seperti terlihat 
pada Gambar 1.  
 
 
Gambar 1.  Posisi dan bentuk apertura 
Ket.: I. Apertura polar; II. Apertura nonpolar; A. proximapolar     
            B. distalipolar; C. equatorial; D. global; 1. laesura; 2. hilum 
       3. ulcus;4. ulcus; 5. colpi; 6. pori; 7. rugae; 8. foramina; 
     di.po. kutub distal; equ. equator; pr.po. kutub proximal 
 
4). Simetri 
 Simetri serbuk sari ditentukan oleh apetura.  Tipe simetri yang 
utama adalah simetri radial dan simetri bilateral.  Pada tipe simetri 
radial serbuk sari mempunyai lebih dari 2 bidang simetri atau bila 
hanya 2 simetri, aksis ekuatorialnya sama panjang. Simetri 
bilateral bila serbuk sari hanya mempunyai 2 bidang simetri vertical 
dan aksis ekuatorial tidak sama panjang. 
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5).  Bentuk-bentuk serbuk sari 
 Bentuk serbuk sari ditentukan berdasarkan perbandingan antara 
panjang aksis polar (P) dan diameter ekuator (E). Berdasarkan 
indeks P/E, membagi bentuk serbuk sari menjadi 5 macam yaitu 
perprolate dengan P/E > 2,00; prolate dengan P/E 1,33 – 2,00; 
subspheroidal dengan P/E 0,75 – 1,33; oblate dengan P/E 0,5 – 
0,75 dan peroblate dengan P/E < 0,50. Bentuk serbuk sari 
subspheroidal dikelompokkan menjadi 4 bentuk yaitu suboblate 
dengan P/E 0,75 – 0,88; oblate spheroidal dengan P/E 0,88 –1,00; 
prolate spheroidal dengan P/E 1,00 – 1,14 subsprolate dengan P/E 
1,14 – 1,33;  
6). Ukuran butir serbuk sari 
 Ukuran butir serbuk sari dibagi menjadi beberapa kelompok, 
berdasarkan ukuran terpanjang dari aksisnya yaitu ‘amat kecil’ jika 
aksis terpanjang kurang dari 10 µm, ‘kecil’ jika aksis terpanjang 10-
25 µm, ‘sedang’ jika aksis terpanjang 25-30 µm, ‘besar’ jika aksis 
terpanjang 50-100 µm, ‘amat besar’ jika aksis terpanjang 100-200 
µm dan ‘raksasa’ jika aksis terpanjang lebih dari 200 µm. 
 Berdasarkan data-data serbuk sari yang dapat diteliti, maka dalam 
penelitian ini penulis akan menguji bentuk-bentuk serbuk sari dari 
beberapa populasi padi Rojolele di Kabupaten Klaten. 
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D. Analisis Isozim 
Banyak enzim terdapat dalam lebih dari satu bentuk molekul 
di dalam spesies tanaman yang sama, pada jaringan yang sama, atau 
bahkan di dalam sel yang sama.  Pada kasus seperti ini, bentuk enzim 
yang berbeda mengkatalisis reaksi yang sama, tetapi karena enzim-
enzim tersebut berbeda dalam sifat-sifat kinetiknya dan dalam komposisi 
atau sekuen asam amino, enzim dapat dibedakan dan dipisahkan oleh 
prosedur yang sesuai.  Bentuk enzim yang bervariasi tersebut disebut 
isoenzim atau enzim (Lehninger, 1990). 
Isozim merupakan produk langsung gen, berupa protein dan 
enzim, dapat dilacak dan dipelajari dengan menggunakan teknik 
elektroforesis.  Isozim adalah enzim yang merupakan produk langsung 
dari gen, terdiri dari berbagai molekul aktif yang mempunyai struktur kimia 
berbeda tetapi mengkatalisis reaksi yang sama.  Isozim dapat dipakai 
sebagai penanda genetik untuk mempelajari keragaman individu dalam 
suatu populasi (Winarno dkk., 1993). 
Isozim adalah protein-protein dengan karakteristik katalitik 
mirip tetapi berbeda sifat elektroforetiknya.  Enzim merupakan hasil 
langsung dari bagian yang spesifik pada kode genetik dan berarti 
merupakan visualisasi dari ekspresi gen (Sugiyarta dan Murdiyatmo, 
1992). 
Isozim adalah produk gen yang dapat diamati pada zimogram 
setelah elektroforesis (Wang, 1998 dalam Chen et al., 2006).  Meskipun 
akhir-akhir ini penelitian genetik telah difokuskan pada analisis marker 
 33 
DNA, isozim tetap digunakan dan tidak diabaikan sebagai alat pengukur 
genetik yang penting oleh karena beberapa pertimbangan (Chen et al., 
2006). 
Analisis isozim merupakan metode yang ekonomis dan efektif 
untuk mengetahui terjadinya mutasi dan rekombinasi gen dan kromosom 
(Brown, 1978; Jaaska, 1993 dalam Karcicio and Izbirak, 2003).   Isozim 
digunakan sebagai marker genetik untuk mengamati rekombinasi dan 
segregasi karakter kualitatif dan kuantitatif (Karcicio and Izbirak, 2003).  
Ni et al. (2002) mengatakan bahwa analisis isozim merupakan metode 
yang efisien untuk mengetahui genetik tanaman dalam pelestarian 
sumber alam dan pengelolaannya. 
Potokina et al. (1999) menggunakan data isozim sebagai data 
dasar untuk melakukan penelitian dengan menggunakan RAPD dan 
cpDNA RLFP (Jaaska, 2005).  Leht and Jaaska (2002) dalam Jaaska 
(2005) mengatakan bahwa isozim merupakan karakter taksonomi yang 
bagus untuk mengelompokkan vetch spesies kedalam seksi monophiletic 
dan juga menyediakan karakter yang mendasar untuk membedakan antar 
spesies.  Chen et al. (2006) mengatakan bahwa beberapa peneliti juga 
menggunakan data isozim untuk mengukur jarak genetik, keragaman 
genetik, sistematik, mengkonfirmasi hybrid, dan finger printing kultivar. 
 Penggunaan pola pita isozim merupakan salah satu 
pendekatan untuk mengetahui jarak genetik dan hubungan kekerabatan 
tanaman.  Hal ini dilakukan oleh Cahyarini (2004) pada penelitiannya 
terhadap beberapa varietas lokal kedele di Jawa, sedangkan Vihara 
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(2005) pada tanaman duku.  Analisis isozim juga digunakan untuk 
mengkarakterisasi struktur genetik kultivar Solanum tuberosum ssp. 
Andigena  (Huaman, 2000). 
Analisis isozim berguna untuk identifikasi dan 
mengkarakterisasi tanaman yang harus diketahui terlebih dahulu untuk 
penelitian.  Contohnya, untuk mempelajari pengaruh suhu terhadap 
pembungaan.  Untuk identifikasi tanaman yang lebih jelas dilakukan 
analisis isozim (Degani dan Blumenfeld, 1986). 
Identifikasi kultivar dengan memanfaatkan data analisis 
isozim membuktikan dapat konsisten atau sama dengan identifikasi 
secara morfologi, dan sebaik penanda fisiologinya.   Meskipun penanda 
morfologi dan fisiologi dapat untuk identifikasi kultivar, namun 
dipertimbangkan analisis isozim adalah esensial ketika penanda morfologi 
dan fisiologi tidak cukup/ kurang memadai.  Terlebih lagi isozim dimana 
produk gen langsung dan secara relatif tidak dipengaruhi oleh lingkungan, 
sehingga hal itu lebih cocok daripada penanda morfologi saja (Degani 
dan Blumenfeld, 1986). 
Peroksidase (PRX) adalah enzim oksidoreduktase, yang 
berperan untuk oksidfasi substrat sambil mereduksi H2O2 menjadi H2O.  
Rothe (1994) mengatakan bahwa isozim peroksidase tersebar luas 
khususnya pada tanaman dan terdapat dalam jumlah banyak, dengan 
adanya hydrogen peroksida (H2O2) mengkatalisa oksidasi fenol (AH2) dan 
aromatic amines (AH2) sesuai reaksi berikut: 
 Enzim-H2O2  +  AH2                      enzim +  A  + 2H2O 
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Aktivitas isozim peroksidase mudah dideteksi karena aktivitasnya yang 
luar biasa pada jaringan (Touti, 1988).  Bahkan isozim peroksidase masih 
dapat dideteksi tanaman padi berumur 110 hari setelah sebar (Ito et al., 
1991).  Bahan yang dapat digunakan untuk analisis ini antara lain akar, 
batang, daun atau bijinya.  Analisis isozim peroksidase telah digunakan 
oleh beberapa peneliti dalam pengujian terhadap beberapa tanaman 
antara lain: padi (Ito et al.,  1991); jeruk besar (Purwanto, dkk., 2002); 
Ranunculus (Suranto, 2001); Ananas comosus (L.) Merr. (Hadiati, 2003); 
kedelai (Cahyarini, 2004); Lansium domesticum Coor (Vihara, 2005); 
tribus Alpinae (Lestari, 2005). 
 Estererase (EST) pada tanaman merupakan enzim hidrolitik 
yang berfungsi melakukan pemotongan ester sederhana pada asam 
organik, asam anorganik alkohol dan fenol serta mempunyai berat 
molekul rendah dan mudah larut (Subronto, 1986 dalam Cahyarini, 2004).  
Analisis isozim esterase ini mudah dilakukan.  Bahan yang dapat 
digunakan untuk analisis isozim esterase antara lain akar, batang atau 
daunnya.  Para peneliti juga telah banyak menggunakan analisis isozim 
esterase untuk mengkaji sifat genetik makhluk hidup, antara lain 
dilakukan pada: padi (Iskandar dkk, 1992); manggis (Mansyah dkk., 
1999); Ranunculus (Suranto, 2001); jeruk besar (Purwanto dkk., 2002); 
Achatina variegata (Novianto dkk., 2004), kedelai (Cahyarini, 2004); 
Lansium domesticum Coor (Vihara, 2005); tribus Alpinae (Lestari, 2005). 
Teknik percobaan secara modern pada taksonomi tanaman 
sekarang dipercayai mempunyai akurasi yang lebih tepat daripada 
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taksonomi klasik/ortodok dalam pengelompokan/klasifikasi.  Data yang 
digunakan tidak hanya berdasarkan dari karakter morfologi, tetapi bukti 
tambahan lain seperti serbuk sari dan kromosom juga diambil untuk 
pertimbangan, sebab kenyataannya mereka menyediakan kontribusi 
besar dalam membantu kerja para ahli taksonomi.  Beberapa pekerjaan 
taksonomi pada waktu sekarang menjadi lebih signifikan maju setelah 
diterapkannya teknik elektroforesis (Suranto, 2002).  Teknik elektroforesis 
ini dapat digunakan untuk analisis isozim.  Elektroforesis memiliki peran 
yang penting dalam evaluasi secara kuantitatif dan pengelolaan sumber 
genetik (Karcicio and Izbirak, 2003). 
Elektroforesis adalah suatu cara pemisahan dalam suatu 
larutan atas dasar proses perpindahan partikel-partikel bermuatan karena 
pengaruh medan listrik (Arora, 2003).  Molekul-molekul biologis yang 
bermuatan listrik dalam larutan akan bergerak ke arah elektroda yang 
polaritasnya berlawanan dengan muatan molekul.  Pemisahan molekul-
molekul berdasarkan muatannya merupakan prinsip yang digunakan 
dalam elektroforesis.  Metode ini akan memisahkan nukleotida berbeda 
dari tiap protein (enzim) yang dianalisis ke dalam pola pita yang dapat 
dilihat melalui pewarnaan.  Pita tersebut adalah hasil dari reaksi enzimatik 
dari substrat dengan enzim yang diamati.  Perbedaan jarak migrasi pada 
pita-pita merupakan wujud dari perbedaan muatan dan bentuk molekul 
enzim (Weier, 1982).  Laju migrasi partikel bervariasi tergantung pada 
muatan listrik, ukuran partikel dan bentuk partikel (Arora, 2003).  
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Teknik elektroforesis dapat diterapkan pada protein dari 
semua jenis tanaman bahkan pada tanaman tingkat tinggi (Suranto, 
2002).  Selain itu dapat pula digunakan pada protein darah (Arora, 2003) 
maupun protein binatang seperti yang pernah dilakukan pada bekicot 
(Achatina variegata) (Novianto dkk., 2004).  
Media yang dapat digunakan dalam elektroforesis antara lain: 
kertas, gel dan selulosa asetat (Arora, 2003).  Secara rinci masing-
masing media elektroforesis diuraikan sebagai berikut: 
(i). Kertas 
 Kertas merupakan media yang popular untuk elektroforesis dalam 
laboratorium klinik karena mudah digunakan, murah dan mudah 
diperoleh.  Kertas elektroforesis mengandung α-selulosa minimal 
96%.  Beberapa kelemahan dari kertas ini antara lain: terjadinya 
difusi pada kertas bagian tengah dan pada kertas dengan ukuran 
pori yang besar;  waktu pemisahan komponen lama.  Elektroforesis 
dengan media kertas untuk separasi protein berlangsung selama 14 
jam atau lebih. 
(ii). Gel pati 
 Gel pati memiliki kemampuan separasi yang tinggi.  Separasi 
tergantung pada ukuran molekul dan muatan elektriknya.  Dimana  
protein darah yang bisanya tampak 5 atau 6 komponen pada kertas, 
namun apabila menggunakan gel pati dapat terdeteksi lebih dari 20 
komponen.  Tingkat kesulitan baik dalam penyiapan maupun 
penggunaannya merupakan kelemahan dari gel pati. 
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(iii). Gel agar 
 Gel ’agar’ lebih mudah disiapkan dan digunakan daripada gel pati.  
Larutan ’agar’ panas dilarutkan dalam buffer kemudian dicetak 
dengan menggunakan alat cetakan dari plastik atau gelas.  Dalam 
keadaan dingin, ’agar’ menjadi semisolid tapi tetap transparan.  
Separasi berlangsung dengan cepat, hanya membutuhkan waktu 
30-40 menit.  Gel ’agar’ dapat dikeringkan dan diwarnai seperti yang 
digunakan pada elektroforesis dengan media kertas. 
(iv). Gel polyakrilamid 
 Gel polyakrilamid merupakan polimerasi akrilamid membentuk 
meshwork dengan berbagai ukuran pori.  Gel ini memiliki beberapa 
keuntungan antara lain: bersifat lentur, transparan dan bermuatan 
netral.  Karena bahannya netral, maka endosmosis tidak terjadi.  
Meskipun gel ini banyak digunakan dalam analisis separasi, namun 
zat kimia ini bersifat karsinogenik dan dapat terserap oleh kulit.  Oleh 
karena itu dalam penggunaan senyawa tersebut, sarung tangan 
harus selalu digunakan sebagai alat proteksi. 
(v). Selulosa asetat 
 Lembaran tipis yang terbentuk dari selulosa asetat merupakan sifat 
yang baik untuk elektroforesis.  Elektroforesis protein darah dengan 
media selulosa asetat hanya membutuhkan waktu 20 menit.  
Selulosa asetat sifatnya tidak transparan, harus jernihkan dengan 
pelarut yang dapat membuatnya menjadi transparan.  Penjernihan 
dilakukan setelah proses elektroforesis dan sebelum pengamatan.  
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Selulosa asetat telah digunakan untuk protein darah, isozim LDH 
(lactic dehidrogenase) dan hemoglobin. 
     Pada elektroforesis, gel dicatat sangat cocok untuk 
digunakan secara luas untuk tujuan studi taksonomi tanaman.  Pada 
umumnya, gel yang sering digunakan adalah pati dan poliakrilamid.  
Sistem gel elektroforesis, berhasil digunakan untuk memisahkan protein.  
Pada tahun-tahun akhir aplikasi tehnik elektroforesis sangat diuntungkan 
dengan dikenalkannya gel poliakrilamid. Gel ini dapat digunakan secara 
meluas dalam metode khusus untuk elektroforesis.  Gel poliakrilamid 
adalah media terbaik untuk memisahkan pita-pita protein dalam jumlah 
besar dan mempunyai pita yang lebih jelas daripada selulosa asetat dan 
kertas. Beberapa keuntungan penggunaan gel poliakrilamid antara lain: 
(i). gel bersifat liat dan mudah digunakan, (ii). gel transparan, (iii). proses 
elektroforesis berlangsung dalam waktu yang lebih singkat, (iv). hampir 
tidak ada penyerapan, (v). elektroosmosis dapat diabaikan, (vi). mudah 
dibuat (Arora, 2003; Hames and Rickwood, 1990). 
 Pemilihan bahan yang akan digunakan untuk elektroforesis 
merupakan hal yang sangat penting.  Isozim tertentu dijumpai pada 
jaringan khusus, seperti pada bagian tertentu dari sel, atau mungkin pada 
tingkat perkembangan yang dari siklus hidup tanaman.  Dari alasan 
tersebut maka pemilihan tipe jaringan tertentu dan tingkat perkembangan 
tanaman yang sama selama studi isozim merupakan hal yang perlu 
diperhatikan.  Sebagai contoh apabila menggunakan daun, maka contoh 
yang digunakan adalah daun-daun yang diperkirakan berukuran 
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(bentuk/dimensi) sama posisi sama pada batang atau tangkai, dan 
diambil ketika fase pertumbuhan yang sama pada musim tersebut 
(Conkle, 1982 dalam Cahyarini, 2004). 
Pada penelitian ini bahan yang digunakan untuk analisis 
isozim berupa daun terujung tanaman padi varietas Rojolele yang 
berumur 80 hari setelah sebar.  Perlakuan dan cara pengambilan bahan 
untuk analisis isozim diterapkan sama pada keenam padi varietas 
Rojolele yang diuji.  
  
E. Kerangka Berfikir 
Padi Rojolele merupakan padi unggul lokal Kabupaten Klaten 
yang memiliki keunggulan sifat yaitu pulen dan wangi.  Pada tahun 2001 
dan 2002 dilakukan pengkajian padi Rojolele di Kabupaten Klaten.  Pada 
tahun 2003, Departemen Pertanian merilis padi unggul lokal Kabupaten 
Klaten dengan nama padi Rojolele. 
Di lapangan ditemukan indikasi keragaman padi varietas 
Rojolele yang dibudidayakan oleh masyarakat tani.  Keragaman karakter 
yang secara visual tampak nyata adalah panjang bulunya. 
Menurut Fagi dkk. (2002) dalam Mudjisihono dkk. (2002), 
salah satu padi asli Indonesia yang digunakan sebagai induk persilangan 
dalam program penelitian IRRI adalah padi Rojolele.  Peran padi varietas 
Rojolele yang besar mendorong perlunya dilakukan identifikasi lebih lanjut  
untuk mengetahui keragaman padi varietas Rojolele yang terdapat di 
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Kabupaten Klaten.  Studi keragaman padi varietas Rojolele dilakukan 
dengan pendekatan morfologi biji, serbuk sari dan pola pita isozim. 
Data yang diperoleh meliputi data kualitatif dan kuantitatif. 
Data kuantitatif dianalisis menggunakan Hierarchical Cluster Analysis 
metode average linkage (between groups) program SPSS 11.5 (Salemba 
Infotek, 2003).  Hasil analisis tersebut diperoleh karakter keragaman padi 
varietas Rojolele yang diuji.  Secara singkat kerangka berfikir tersebut 
terlihat pada Gambar 2. 
 
F. Hipotesis 
Ada keragaman padi varietas Rojolele yang terdapat di 
Kabupaten Klaten berdasarkan ciri-ciri morfologi biji, serbuk sari dan pola 
pita isozim. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 42 
 
Padi varietas Rojolele lokal 
 
 
 
 
 
 
 
Ditemukan indikasi keragaman 
 
 
 
 
 
 
Studi keragaman dengan pendekatan 
morfologi biji, serbuk sari 
dan pola pita isozim 
 
 
 
 
 
 
 
Data kualitatif dan kuantitatif 
dianalisis dengan Hierarchical cluster analysis 
metode average linkage (between groups) 
program SPSS dihasilkan dendrogram 
 
 
 
Karakter keragaman 
padi varietas Rojolele 
 
Gambar 2. Alur kerangka berfikir untuk menguji ada tidaknya variasi 
  padi (Oryza sativa) varietas Rojolele 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
 
Metode penelitian merupakan pedoman peneliti dalam 
melaksanakan penelitian.  Dengan demikian akan mempermudah kerja 
peneliti dan kesalahan yang mungkin terjadi dapat diantisipasi.  Metode 
penelitian yang digunakan meliputi: waktu dan tempat penelitian, bahan 
dan alat, prosedur kerja penelitian serta analisis data.  Secara detail, 
masing-masing topik bahasan akan diuraikan seperti penjelasan dibawah. 
  
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
 Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 17 Juli 2006 sampai dengan 
28 Desember 2006.  Budidaya padi varietas Rojolele dilaksanakan di 
desa Karangan Kecamatan Karanganom Kabupaten Klaten.  
Pengamatan morfologi biji dilakukan di Dinas Pertanian dan Ketahanan 
Pangan Kabupaten Klaten.  Analisis serbuk sari dan pola pita isozim 
dilakukan di Laboratorium Pusat MIPA Universitas Sebelas Maret 
Surakarta. 
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B. Bahan dan Alat 
1.  Lokasi pengambilan benih 
Benih padi Rojolele yang digunakan untuk penelitian ini diambil dari 
desa Gledeg dan Karangan di wilayah Kecamatan Karanganom, desa 
Kadilajo di wilayah Kecamatan Karangnongko,  desa Mrisen, desa Taji  
dan desa Trasan di wilayah Kecamatan Juwiring.  Peta lokasi 
pengambilan benih seperti terlihat pada Gambar 3.  Monografi 
kecamatan yang merupakan lokasi pengambilan benih padi varietas 
Rojolele seperti terlihat pada Tabel 1. 
 
 
 
 
Gambar 3. Lokasi pengambilan benih padi varietas Rojolele 
          Keterangan : 
               Kecamatan tempat pengambilan benih  
       Jalan raya antara Yogyakarta dan Solo 
       Kota kecamatan  
          Sumber: Dinas Pertanian dan Ketahanan Pangan (2005) 
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Tabel 1. Data monografi beberapa kecamatan lokasi pengambilan benih 
   padi varietas Rojolele 
 
No Kecamatan Ketinggian Curah Hujan Hari Hujan Jenis Tanah
Tempat (m dpl)
1 Juwiring < 200     2.052     109 Regosol
2 Karanganom 200 - 400     1.713      74 Regosol
3 Karangnongko 200 - 400       941      31 Regosol
Sumber :  Dinas Pertanian dan Ketahanan Pangan (2005) 
 
2.  Alat dan bahan kimia untuk percobaan 
 a.  Alat dan bahan untuk percobaan pengamatan serbuk sari 
  i).  Alat yang digunakan 
  Alat yang digunakan untuk pembuatan preparat serbuk sari 
antara lain : mikroskop, mikrometer, gelas ukur, tabung reaksi, 
penjepit, timbangan elektrik, skalpel/silet, pinset, pipet, jarum 
preparat, gelas benda, gelas penutup, water bath, sentrifuge, 
tabung effendorf, bunsen, kertas label, kertas tissue, kertas 
saring, alat tulis. 
 ii). Bahan kimia yang digunakan 
  Bahan kimia yang digunakan untuk pembuatan preparat serbuk 
sari adalah asam asetat glasial, formalin, alkohol 70%, asam 
sulfat pekat, asam klorida, akuades, parafin, gliserin jelly, 
natrium klorida, safranin. 
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b.  Alat dan bahan untuk elektroforesis isozim 
 i).  Alat yang digunakan 
  Alat yang digunakan untuk analisis isozim : satu set alat 
elektroforesis Mini Protean 3 Cell Bio-Rad Nomor Seri 
525BR016878, refrigerator, sumber tenaga DC Bio-Rad 
Powerpac 300, pHmeter, sentrifuge, pembuat kristal es, cawan, 
gelas piala, mortal, mikropipet ukuran 20 µl, 200 µl dan 1000 µl, 
botol duran, effendorf, aluminium foil, kertas saring, plastik 
mika, gunting, penggaris, plastik pembungkus, pipet tip, gelas 
ukur, spatula dan boks plastik dengan ukuran sesuai 
permukaan gel. 
 ii). Bahan kimia yang digunakan 
Bahan kimia yang digunakan untuk analisis isozim adalah 
akuades, aseton, O-dianisidin, fast blue BB salt,   a-naphthyl 
asetat, buffer phosphat, buffer asetat, hydrogen peroksida, 
gliserol, bromphenol blue, sistein, asam askorbat, sukrosa, 
asam borak, borak, asam klorida (HCl), Tris-base, Sodium 
Dodecyl Sulphate (SDS), N-N-N-N’-tetra-methyl-
ethylenediamine (TEMED), ammonium persulphate (APS), iso-
butanol jenuh, akrilamid, dan bis-akrilamid. 
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c. Alat dan bahan untuk pengamatan morfologi biji 
i).  Alat yang digunakan 
  Alat yang digunakan untuk pengamatan morfologi biji padi 
adalah mikroskop, jangka sorong, penggaris, alat tulis, alat 
fotografi. 
 ii). Bahan yang digunakan 
  Bahan yang digunakan untuk pengamatan morfologi biji adalah 
biji hasil panen dari keenam padi varietas Rojolele yang diuji. 
 
C.  Prosedur Kerja Penelitian 
1. Persiapan/penyediaan bahan dan alat 
a. Bahan 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini berupa benih padi dan 
bahan-bahan kimia yang dibutuhkan dalam analisis morfologi 
serbuk sari dan pola pita isozim.  Benih padi yang digunakan 
adalah benih padi varietas Rojolele yang diambil dari desa Gledeg, 
Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji, dan Trasan.  Selanjutnya Benih 
padi tersebut dibudidayakan di desa Karangan Kecamatan 
Karanganom Kabupaten Klaten.  Sistem budidaya dilakukan 
sesuai dengan kebiasaan petani (demonstrator) di desa tersebut.  
Pupuk yang dipakai dalam budidaya adalah pupuk kandang 
dengan dosis 7,5 ton/ha.  Pada budidaya padi varietas Rojolele 
digunakan jarak tanam 20 cm x 20 cm dan jarak antar petak 4-5 m.  
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Ukuran petak pengujian untuk masing-masing padi varietas 
Rojolele yang diuji adalah 2,5 m x 2,5 m. 
 Bahan untuk pengamatan morfologi biji padi adalah biji padi hasil 
panenan dari budidaya padi varietas Rojolele dari benih yang 
digunakan untuk penelitian.  Bahan untuk analisis morfologi serbuk 
sari adalah serbuk sari dari tanaman padi yang digunakan untuk 
penelitian.  Sedangkan untuk analisis pola pita isozim, bahan yang 
digunakan adalah daun dari tanaman padi yang digunakan untuk 
penelitian pada umur 80 HSS.  Ito et al. (1991) menggunakan daun 
padi yang berumur 25 HSS. 
 Bahan kimia yang digunakan untuk pembuatan preparat serbuk 
sari adalah asam asetat glasial, asam sulfat pekat, asam klorida, 
akuades, paraffin, gliserin jelly, natrium klorida, safranin.   Adapun 
bahan kimia yang digunakan untuk analisis isozim adalah akuades, 
aseton, O-dianisidin, fast blue BB salt,  a-naphthyl asetat, buffer 
phosphat, buffer asetat, hydrogen peroksida, gliserol, bromphenol 
blue, cystein, asam askorbat, sukrosa, asam borak, borak, asam 
klorida, Tris-base, Sodium Dodecyl Sulphate (SDS), N-N-N-N’-
Tetra-methylethylenediamine (TEMED), Ammonium Perisulphate 
(APS), iso-butanol jenuh, akrilamid, dan bis-akrilamid. Dari bahan-
bahan kimia tersebut dibuat larutan stok antrara lain larutan “L”, 
“M”, “N” dan buffer ekstrak untuk mempermudah analisis isozim. 
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b.  Alat 
1). Alat yang digunakan untuk pengamatan morfologi biji padi adalah 
penggaris, alat tulis, jangka sorong, peralatan fotografi. 
2). Alat yang digunakan untuk pembuatan preparat serbuk sari: 
mikroskop, mikrometer, centrifuge, gelar ukur, timbangan elektrik, 
skalpel/silet, pinset, pipet, jarum preparat, gelas benda, gelas 
penutup, water bath, tabung effendorf, kertas label, alat tulis. 
3). Alat yang digunakan untuk analisis isozim : satu set alat 
elektroforesis Mini Protean 3 Cell Bio-Rad Nomor Seri 
525BR016878, refrigerator, sumber tenaga DC Bio-Rad Powerpac 
300, pHmeter, centrifuge, pembuat kristal es, cawan, gelas piala, 
mortal, botol duran, effendorf, mikropipet ukuran 20 µl, 200 µl dan 
1000 µl, aluminium foil, plastik mika, gunting, penggaris, plastik 
pembungkus, pipet tip,  spatula dan boks plastik persegi ukuran 
sesuai permukaan gel. 
 
2. Cara kerja 
 a.  Pengamatan morfologi biji 
Variabel yang diamati dari morfologi biji padi antara lain , warna, 
alur permukaan biji, bentuk biji dengan membandingkan antara 
panjang dan garis tengah biji, panjang bulu biji padi. 
1).  Warna biji padi 
 Warna biji padi diamati secara kualitatif yaitu pengamatan 
secara visual dan selanjutnya didokumentasikan. 
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2).  Alur permukaan biji padi 
 Untuk melihat alur permukaan biji padi, diamati dengan 
menggunakan mikroskop dengan pembesaran 40x dan 
didokumentasi dengan alat photografi. 
3). Bentuk biji padi 
 Untuk mengetahui bentuk padi dilakukan pengukuran panjang 
dan lebar garis tengah biji padi dengan menggunakan jangka 
sorong.  Kemudian dibandingkan antara panjang dan lebarnya. 
Pengukuran dilakukan sebanyak 100 biji padi dari masing-
masing padi varietas Rojolele yang diuji yang diambil secara 
acak. 
 Standar Nasional Indonesia SNI 0224-1987-O/ SPI-
TAN/01/1/1983 tahun 2003   menetapkan bentuk gabah 
memiliki perbandingan antara panjang dan lebar gabah tertentu 
adalah sebagai berikut : 
Gabah langsing: gabah yang mempunyai perbandingan P/L >3 
Gabah lonjong  : gabah yang mempunyai perbandingan P/L 2-3  
Gabah bulat     :  gabah yang mempunyai perbandingan P/L < 2 
4). Panjang bulu biji padi. 
 Panjang bulu biji padi diukur dengan alat ukur standard.  
Pengukuran dilakukan terhadap 100 biji padi pada masing-
masing padi varietas Rojolele yang diuji yang diambil secara 
acak. 
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b.  Analisis sifat morfologi serbuk sari  
 Serbuk sari yang digunakan dalam analisis morfologi ini dipilih 
serbuk sari yang telah masak. Serbuk sari masak diperoleh dari 
bunga yang telah mekar dan siap melakukan penyerbukan. Bentuk 
bunga padi yang kecil dan unik karena anther terbungkus dalam 
palea dan lemma merupakan kesulitan tersendiri dalam usaha 
pengumpulan serbuk sari. Mengingat prosedur pembuatan 
preparat dilakukan penambahan kemikalia dan pembilasan berkali-
kali, maka dibutuhkan serbuk sari dalam jumlah yang banyak. Hal 
ini untuk mengantisipasi bila terjadi kehilangan serbuk sari selama 
proses pembuatan preparat serbuk sari padi. Cara pengambilan 
serbuk sari yang dilakukan dalam penelitian ini antara lain:  
1). Memilih bunga padi. 
 Penentuan bunga padi  yang akan diambil serbuk sarinya 
dengan melihat warna dan posisi anther. Serbuk sari yang 
masak berwarna kuning menyala dan cerah. Dinding anther 
merupakan lapisan tipis yang transparan, sehingga bila serbuk 
sari masak maka antherpun akan tampak berwarna kuning. Bila 
anther berwarna kuning muda menunjukkan kalau serbuk sari 
belum masak. Pada masa penyerbukan, palea dan lemma 
berwarna hijau dan tipis. Dalam situasi dan kondisi yang cerah , 
posisi anther dapat dilihat dengan jelas. Bunga padi yang dipilih 
yaitu bunga yang posisi anthernya sudah mendekati ujung 
palea dan lemma. 
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2). Tanaman padi dimana malai bunga yang siap melakukan 
penyerbukan  dicabut bersama batangnya dari habitatnya di 
sawah dan dimasukkan ke dalam boks plastik untuk tiap 
populasinya. Pencabutan malai bersama batangnya tersebut 
dimaksudkan untuk menjaga agar malai tidak cepat kering. 
Waktu pengambilan malai dilakukan pada pagi hari sekitar jam 
6 – 7, pada saat belum banyak terjadi proses penyerbukan. 
3). Pengambilan serbuk sari dilakukan sesegera mungkin jangan 
sampai terlambat.  Bila terlalu lama, palea dan lemma akan 
membuka dan anthernya akan pecah sehingga serbuk sarinya 
tersebar.  Serbuk sari dikumpulkan didalam tabung effendorf 
1,5 ml yang berisi larutan FAA.  Larutan FAA merupakan 
larutan kimia yang terbuat dari formalin, asam asetat dan 
alkohol 70% dengan perbandingan 1:1:19.  Biji padi yang palea 
dan lemmanya sudah membuka didahulukan. 
 Anther bunga padi cukup kecil, pengumpulan serbuk sari 
dilakukan dengan bantuan tusuk gigi dari bahan kayu yang 
halus dan steril.  Anther ditempelkan pada dinding effendorf 
dan diketuk-ketuk secara perlahan-lahan dengan tusuk gigi 
sehingga anther pecah dan serbuk sari berjatuhan ke dalam 
larutan FAA. Untuk mendapatkan serbuk sari dalam jumlah 
yang cukup dibutuhkan 120-140 bunga padi. Pengumpulan 
serbuk sari dilakukan secara bertahap pada masing-masing 
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populasi padi yang diuji. Pengambilan malai disesuaikan 
dengan kemampuan untuk mengambil serbuk sarinya.   
 Preparat serbuk sari dibuat  dengan metode asetolisis merujuk 
Erdtman (1943) dan petunjuk praktikum mikroteknik Fakultas MIPA 
Jurusan Biologi Universitas Sebelas Maret Surakarta dengan 
langkah-langkah sebagai berikut : 
1). Pengambilan bahan 
 Serbuk sari diambil dengan menggunakan kuas dari anther, 
dimasukkan dalam effendorf yang telah berisi larutan FAA. 
2). Sentrifus 
 Tabung effendorf yang berisi bahan disentrifus dengan 
kecepatan 5.000 rpm selama + 5 menit. 
3). Pemberian asam 
 Cairan fiksatif yang berada di tabung bagian atas dibuang, lalu 
1,25 ml campuran asam asetat glasial-asam sulfat pekat 
dengan perbandingan 9:1 dimasukkan. Campuran ini dibuat 
dengan memasukkan asam sulfat pekat tetes demi tetes ke 
dalam asam asetat glacial yang telah dimasukkan terlebih 
dahulu. 
4). Asetolisis 
 Tabung dipanaskan dalam penangas air mendidih selama 5-10 
menit. Lalu diambil dan didiamkan selama + 15 menit di suhu 
ruang. 
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5). Sentrifus 
 Tabung kembali disentrifus dengan kecepatan 5.000 rpm 
selama + 5 menit. 
6). Pencucian 
 Cairan asam dibuang dan diganti dengan akuades dan 
disentrifus dengan kecepatan 5.000 rpm selama + 5 menit. 
7). Penjernihan (bleaching) 
 Ambil sedikit serbuk sari dari salah satu tabung effendorf, 
kemudian diletakan di atas gelas benda lalu diperiksa di bawah 
mikroskop, apabila masih terlihat gelap, maka dilakukan 
penjernihan dengan penambahan larutan asam asetat glasial 2 
ml, NaCl 2-3 tetes, HCl 2-3 tetes. 
8). Sentrifus 
 Tabung disentrifus kembali, cairan dibuang dan dicuci dengan 
akuades 2-3 kali, dimana setiap pencucian diikuti sentrifus. 
9).Pewarnaan 
 Bahan diwarnai dengan safranin 0,01% dalam akuades selama 
10-15 menit. 
          10).Sentrifus 
 Tabung disentrifus lagi, cairan safranin dibuang dan dicuci 
akuades 2-3 kali, masing-masing diikuti sentrifus. 
          11).Akuades dibuang dan yang tertinggal adalah serbuk sari. 
          12).Ambil gliserin jelly secukupnya dan dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi. Untuk memudahkan dalam pembuatan preparat, 
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gliserin jelly dipanaskan sebentar hingga menjadi lebih lembek. 
Ambil gliserin jelly dengan batang gelas kira-kira sebesar biji 
kedele dan diletakkan diatas gelas benda, kemudian serbuk 
sari dalam tabung effendorf diambil dengan menggunakan lidi 
steril dan diletakan secara merata diatas gliserin jelly sambil 
sedikit ditekan-tekan dengan perlahan, lalu ditutup dengan 
gelas penutup, dimana bagian tepi-tepinya diberi potongan 
paraffin.  
          13).Penyegelan 
 Gelas benda dipanaskan hati-hati agar paraffin mencair dan 
menyegel preparat. 
          14).Pelabelan 
 Label berisi nama spesies, organ, preparat, pewarnaan dan 
keterangan lain yang diperlukan dipasang di sebelah kiri gelas 
penutup. 
          15).Preparat yang didapatkan dilakukan pengamatan 
menggunakan mikroskop cahaya disertai mikrometer meliputi 
unik serbuk sari, bentuk serbuk sari, polaritas, simetri, apertura, 
dan ornamentasi eksin. Pengukuran masing-masing sifat 
dilakukan dengan 10 ulangan. 
          16).Data hasil pengukuran ditabulasidan dianalisis menggunakan 
hierarchical cluster analysis metode average linkage (between 
group) program SPSS 11,5 (Salemba Infotek, 2003). Hasil 
berupa dendrogram hubungan kekerabatan. 
 56 
c.  Analisis pola pita isozim 
 Untuk melakukan analisis pola pita isozim dengan langkah-langkah 
dibawah ini:   
 1). Pembuatan buffer ekstrak (Suranto, 1991, 2000, 2001) 
  a). Tank buffer 
   Tank buffer dibuat dengan melarutkan : 
- 14,4 gram asam borak  
- 31,5 gram borak  
 Dalam akuades hingga volumenya mencapai 2 liter. 
  b). Buffer ekstrak  
Buffer ekstrak dibuat dengan cara mencampurkan : 
- 5 gram sukrosa 
- 0,021 gram asam askorbat 
- 0,018 gram sistein 
- 20 ml tank buffer 
   
  c). Pembuatan larutan stok (Hames and Rickwood, 1990; 
Suranto, 1991, 2000, 2001) 
Untuk menyiapkan gel akrilamid terlebih dahulu dibuat 
larutan stok yaitu: 
  (i). Larutan “L”: 27,2 gram Tris dan 0,6 gram SDS dilarutkan 
dalam 120 ml akuades, diatur sampai pH 8,8 dengan 
ditambahkan HCl dan ditambahkan akuades hingga 
volumenya 150 ml. 
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(ii). Larutan “M”: 9,08 gram Tris dan 0,6 gram SDS dilarutkan 
dalam 140 ml akuades, diatur sampai pH 6,8-7,0 dengan 
ditambahkan HCl dan ditambahkan akuades hingga 
volumenya 150 ml. 
(iii).Larutan “N”: 175,2 gram akrilamid dan 4,8 gram 
bisakrilamid dilarutkan dalam 400 ml akuades dan dibuat 
volumenya hingga 600 ml. 
(iv).Loading dye: 250 µl gliserol ditambah 50 µl bromphenol 
blue dilarutkan dalam 200 µl akuades. 
d). Penyiapan cetakan gel ((Hames and Rickwood, 1990; 
Suranto, 1991, 2000, 2001) 
 Merangkai cetakan gel, yaitu cetakan kaca yang dilengkapi 
spacer (pemisah) ditempatkan di belakang cetakan kaca 
yang berukuran lebih kecil. Cetakan kaca tersebut dipasang 
pada casting frame, lalu dipasang pada casting stand. 
 Untuk membuat discontinuos gel 12,5%, bahan yang 
dicampur adalah : 
 Gel pemisah : 
- 3,15 ml larutan “L” 
- 5,25 larutan “N” 
- 4,15 akuades 
- 10 µl APS dengan konsentrasi 10% 
- 5 µl TEMED 
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 Gel pemisah dituang pada cetakan, lalu ditambahkan 
iso-butanol jenuh. Setelah terbentuk gel yaitu kurang 
lebih 45 menit, iso-butanol jenuh tersebut dibuang 
dengan jalan diserap dengan kertas hisap, lalu dibilas 
dengan air, dan diserap kembali air yang tersisa dengan 
kertas hisap. Setelah itu dipersiapkan bahan-bahan 
untuk pembuatan stacking gel. 
 Stacking gel : 
- 1,9 ml larutan “M” 
- 1,15 ml larutan “N” 
- 4,5 ml akuades 
- 10 µl APS dengan konsentrasi 10% 
- 5 µl TEMED 
 Setelah stacking gel dituang di atas gel pemisah, sisir 
dipasang.  Setelah terbentuk gel, sisir dilepas dari 
cetakan.  Gel yang telah terbentuk dipindahkan ke 
clamping frame dan dimasukkan ke dalam buffer tank 
lalu diisi dengan running buffer sampai terendam. 
e). Ekstraksi dan Pembuatan Sampel (Rothe, 1994; Suranto, 
1991, 2000, 2001) 
 Sampel yang digunakan adalah daun dari padi rojolele pada 
umur 14 HSS dan 80 HSS. Masing-masing daun tersebut 
ditimbang lalu dilumatkan dalam buffer sample dengan 
perbandingan 1:3. 
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f). Elektroforesis (Arora, 2003; Hames and Rickwood, 1990; 
Rothe, 1994; Suranto, 1991, 2000, 2001) 
 Alat yang digunakan dalam proses elektroforesis adalah 
satu set alat elektroforesis Mini Protean 3 Cell Bio-Rad 
Nomor Seri 525BR016878.  Supernatan dari sample diambil 
dengan menggunakan mikropipet sebanyak 7 µl untuk 
pewarnaan peroksidase dan 10 µl untuk pewarnaan 
esterase dengan ditambah loading dye serta dibantu sample 
loading guide, sample tersebut ditempatkan pada gel yang 
telah tercetak. Setelah itu sample dielektroforesis 
menggunakan tegangan listrik konstan 85 V selama 120 
menit. 
g).  Pewarnaan  
 Dalam proses pewarnaan, hal yang dilakukan terlebih 
dahulu adalah membuat larutan pewarna yaitu : 
(i)  Pewarnaan Peroksidase (Suranto, 1991, 2000, 2001) 
 Dalam cawan pewarnaan, sebanyak 0,00625 gram O-
dianisidin dilarutkan dalam 1,25 ml aseton lalu 
ditambahkan 25 ml buffer asetat dan 2 tetes hydrogen 
peroksida. Gel yang telah dielektroforesis dimasukkan 
dalam larutan pewarna dan diinkubasi selama 10 menit 
sambil digoyang secara perlaha-lahan setiap 2 menit. 
Setelah muncul pita-pita, pewarna dibuang dan dibilas 
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dengan akuades, kemudian gel direkam gambarnya 
dengan foto atau digambar dengan tangan. 
(ii). Pewarnaan Esterase (Suranto, 1991, 2000, 2001) 
 Dalam cawan pewarnaan, sebanyak 0,00625 gram a-
naphthyl asetat dilarutkan dalam 1,25 ml aseton, 
kemudian ditambahkan 25 ml dari 0,2 M buffer 
phosphate pH 6,5 dan 0,00625 gram fast Blue BB Salt. 
Gel yang telah dielektroforesis dimasukkan dalam 
larutan pewarna tersebut dan diinkubasi selama minimal 
120 menit sambil digoyang secara perlahan-lahan setiap 
10 menit.  Setelah muncul pita-pita, pewarna dibuang 
dan dibilas dengan akuades, kemudian gel direkam 
gambarnya dengan foto atau digambar dengan tangan. 
 
D. Analisis Data 
Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini 
menggunakan analisis Cluster.  Menurut Santoso (2004), analisis Cluster 
bertujuan mengelompokkan obyek-obyek berdasarkan kesamaan 
karakteristiknya.  Obyek tersebut akan diklasifikasikan ke dalam satu atau 
lebih cluster (kelompok) sehingga obyek-obyek yang berada dalam satu 
cluster akan mempunyai kemiripan satu dengan yang lain.  Analisis 
Cluster ini sangat sesuai diterapkan dalam bidang biologi khususnya 
dalam membantu proses taksonomi untuk mengelompokkan organisme 
tertentu. Analisis data yang diterapkan pada penelitian ini sebagai berikut: 
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1. Data morfologi biji diuraikan secara deskriptif meliputi variabel 
yang telah diamati untuk masing-masing padi varietas Rojolele 
yang diuji.  
2. Untuk mengetahui nilai taksonomi morfologi serbuk sari tanaman 
padi varietas Rojolele di Kabupaten Klaten dibuat deskripsi dari 
masing-masing padi varietas Rojolele yang diuji berdasarkan sifat 
morfologi serbuk sari yang meliputi unit serbuk sari, bentuk 
apertura, posisi apertura, bentuk serbuk sari, ukuran serbuk sari, 
polaritas, simetri, dan ornamentasi eksin.  Pengamatan dan 
pengukuran dilakukan menggunakan mikroskop cahaya yang 
dilengkapi dengan mikrometer.  Adapun analisis untuk pola pita 
isozim diamati berdasarkan muncul tidaknya pita pada gel. 
3. Hasil pengamatan yang didapat ditabulasikan untuk menghasilkan 
data kuantitatif yaitu berdasarkan panjang bulu, bentuk gabah, 
indeks P/E.  Untuk percobaan elektroforesis, data tentang nilai Rf 
(perbandingan jarak migrasi isozim terhadap jarak migrasi loading 
dye) pada pola pita isozim.  Data kuantitatif pola pita isozim  
tersebut selanjutnya diubah menjadi data biner dengan diberi nilai 
0 untuk genotif yang tidak hadir (pita tidak tampak) dan nilai 1 
untuk genotif yang hadir (ada pita).  Data kuantitatif dan data biner  
dianalisis menggunakan hierarchical cluster analysis metode 
average linkage (between group) program SPSS 11,5 (Salemba 
Infotek, 2003). Hasil analisis ditampilkan berupa dendrogram 
hubungan kekerabatan tanaman yang diuji.  
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BAB IV 
HASIL DAN PEMABAHASAN 
 
A. Sifat Morfologi Biji Padi (Oryza  sativa) Varietas Rojolele 
Dari hasil pengamatan morfologi biji padi varietas Rojolele 
yang berasal dari enam lokasi padi yang diuji dapat dilihat pada Tabel 2, 
Gambar 4 dan Gambar 5. 
 
Tabel 2.  Hasil uji morfologi biji pada 6 (enan) padi varietas Rojolele 
Lokasi Panjang Warna Alur permukaan
bulu (mm) P/L bentuk biji biji
1. Gledeg 30,375 2,916 Lonjong Kuning Bergaris dan hairiness
2. Kadilajo 10,014 2,998 Lonjong Kuning Bergaris dan hairiness
3. Karangan 30,05 3,007 Langsing Kuning Bergaris dan hairiness
4. Mrisen 10,5 3,04 Langsing Kuning Bergaris dan hairiness
5. Taji 33,256 3,083 Langsing Kuning Bergaris dan hairiness
6. Trasan 9,35 3,037 Langsing Kuning Bergaris dan hairiness
Bentuk biji
 
 
1. Rojolele Gledeg 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Gledeg memiliki rata-rata 
panjang bulu 30,375 mm, bentuk biji lonjong (P/L: 2,9159), warna biji 
kuning, permukaannya berambut kecil-kecil/hairiness yang mengarah 
ke ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung 
biji. 
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 Gambar 4. Histogram panjang bulu keenam padi varietas Rojolele 
               Keterangan.:  Gl.  Gledeg Mr. Mrisen 
   Kd. Kadilajo Tj.  Taji 
   Kr.  Karangan  Tr. Trasan 
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       Gambar 5. Histogram bentuk gabah keenam varietas padi Rojolele 
               Keterangan.:  Gl.  Gledeg Mr. Mrisen 
                       Kd. Kadilajo Tj.  Taji 
                       Kr.  Karangan       Tr. Trasan  
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2. Rojolele Kadilajo 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Kadilajo memiliki rata-rata 
panjang bulu 10,014 mm, bentuk biji lonjong (P/L: 2,998), warna biji 
kuning, permukaannya berambut kecil-kecil /hairiness yang mengarah 
ke ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung 
biji. 
3. Rojolele Karangan 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Karangan memiliki rata-rata 
panjang bulu 30,05 mm, bentuk biji langsing (P/L: 3,0072), warna biji 
kuning, permukaannya berambut kecil-kecil /hairiness yang mengarah 
ke ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung 
biji. 
4. Rojolele Mrisen 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Mrisen memiliki rata-rata 
panjang bulu 10,5 mm, bentuk biji langsing (P/L: 3,0399), warna biji 
kuning, permukaannya berambut kecil-kecil /hairiness yang mengarah 
ke ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung 
biji. 
5. Rojolele Taji 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Taji memiliki rata-rata panjang 
bulu 33,256 mm, bentuk biji langsing (P/L: 3,0825), warna biji kuning, 
permukaannya berambut kecil-kecil /hairiness yang mengarah ke 
ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung biji. 
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6. Rojolele Trasan 
 Padi varietas Rojolele dari lokasi desa Trasan memiliki rata-rata 
panjang bulu 9,35 mm, bentuk biji langsing (P/L: 3.0365), warna biji 
kuning, permukaannya berambut kecil-kecil /hairiness yang mengarah 
ke ujung biji dan terdapat dua garis memanjang dari pangkal ke ujung 
biji. 
Rata-rata panjang bulu padi varietas Rojolele bervariasi untuk 
tiap lokasi. Pengolahan data menggunakan Hierarchical Cluster Analysis 
dengan metode Average Linkage (Between Groups) program SPSS 11.5 
dihasilkan dendrogram panjang bulu seperti yang terlihat pada Gambar 6. 
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        Gambar 6.  Dendrogram padi varietas Rojolele berdasarkan 
  data panjang bulu 
  Keterangan : 
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo 5.  Taji 
3. Karangan 6.  Trasan 
 
Hasil analisis menunjukkan  bahwa berdasarkan panjang 
bulunya, padi varietas Rojolele yang terdapat di Kabupaten Klaten ini 
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terkelompok menjadi 2 (dua). Yang pertama adalah kelompok padi 
varietas Rojolele berbulu panjang yang meliputi lokasi Gledeg, Karangan 
dan Taji dengan panjang bulunya berturut-turut 30,375 mm, 30,05 mm 
dan 33,256 mm.  Untuk kelompok kedua terdiri dari lokasi Kadilajo, 
Mrisen dan Trasan yang merupakan kelompok padi varietas Rojolele 
yang berbulu pendek dengan panjang bulunya berturut-turut 10,014 mm, 
10,5 mm dan 9,35 mm.  Dengan demikian  dari kedua kelompok tersebut, 
apabila dihitung reratanya antara yang berbulu panjang dan yang pendek 
maka dihasilkan angka berturut-turut 30,996 mm dan 10,01 mm. 
Variasi karakter panjang bulu benih padi dan padi hasil 
budidaya dalam penelitian seperti terlihat pada Tabel 3 dan Gambar 7. 
 
Tabel 3. Perbandingan panjang bulu antara benih padi dan padi hasil        
              panen enam (6) padi varietas Rojolele yang diuji 
 
 
Lokasi
benih padi hasil panen
1. Gledeg 31,315 30,38
2. Kadilajo 11,73 10,14
3. Karangan 29,65 30.05
4. Mrisen 11,41 10,54
5. Taji 34,565 32,56
6. Trasan 11,74 9,35
Rata-rata panjang bulu padi (mm)
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      Gambar 7. Histogram panjang bulu antara benih padi dan padi hasil    
                        panen dari keenam lokasi padi Rojolele yang diuji 
             Keterangan.: Gl.  Gledeg     Mr. Mrisen 
       Kd. Kadilajo     Tj.  Taji 
       Kr.  Karangan         Tr. Trasan  
 
  
Panjang bulu antara benih dari keenam lokasi dengan padi hasil panen 
dari  lokasi penelitian tidak mengalami perubahan yang berarti.    Dari 
hasil rata-rata panjang bulu benih padi jika dibandingkan dengan rerata 
padi hasil panen budidaya dalam penelitian, ternyata menunjukkan sifat 
yang sesuai/tidak berbeda, benih padi yang berbulu panjang tetap 
menghasilkan biji padi yang berbulu panjang, sedang benih padi yang 
berbulu pendek menghasilkan biji padi yang berbulu pendek pula.  
Adapun reratanya sebagai berikut: untuk benih padi  31,84 mm dan 11,63 
mm; untuk padi hasil panen 30,996 mm dan 10,01 mm.   Hal ini 
menunjukkan bahwa perbedaan panjang bulu antar lokasi bukan karena 
pengaruh lingkungan namun lebih cenderung oleh adanya faktor genetik.  
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Sesuai dengan yang dikatakan oleh Suranto (2001) bahwa munculnya 
variasi dapat disebabkan oleh dua faktor yaitu faktor lingkungan dan 
faktor genetik.  Apabila faktor genetik memiliki pengaruh yang lebih kuat 
dari pada faktor lingkungan, maka apabila tumbuhan tersebut hidup pada 
lingkungan yang berbedapun akan tetap menunjukkan variasi morfologi 
yang sesuai dengan di tempat asalnya. 
Penentuan bentuk padi diperoleh dengan membandingkan 
antara ukuran panjang biji padi dan ukuran lebar biji padi.  Berdasarkan 
Standar Nasional Indonesia   SNI 0224-1987-O/ SPI-TAN/01/1/1983 
tahun 2003, bentuk biji padi varietas Rojolele lokasi Gledeg: lonjong (P/L: 
2,9159), Kadilajo: lonjong (P/L: 2,998), Karangan: langsing (P/L: 3,0072), 
Mrisen: langsing (P/L: 3,0399), Taji: langsing (P/L: 3,0825) dan Trasan: 
langsing (P/L: 3,0365). 
Pengolahan data menggunakan Hierarchical Cluster Analysis 
dengan metode Average Linkage (Between Groups) program SPSS 11.5 
dihasilkan dendrogram bentuk biji seperti yang terlihat pada Gambar 8. 
Pada skala jarak kelompok 5, lokasi yang diuji terbagi dalam 2 
kelompok.  Kelompok pertama meliputi padi varietas Rojolele dari lokasi 
Gledeg, Karangan, Mrisen, Taji dan Trasan, sedang kelompok kedua 
hanya dari lokasi Kadilajo.  Pada skala jarak kelompok 3,  padi varietas 
Rojolele dari keenam lokasi yang  diuji terbagi dalam tiga kelompok yaitu 
kelompok lokasi Gledeg dan kelompok lokasi Kadilajo yang memiliki 
bentuk biji padi lonjong dengan perbandingan P/L berturut-turut 2,91 dan 
2,99.  Keempat lokasi lainnya yaitu Karangan, Mrisen, Taji dan Trasan  
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Gambar 8.  Dendrogram padi varietas Rojolele berdasarkan 
   data bentuk biji 
   Keterangan : 
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo 5.  Taji 
3. Karangan 6.  Trasan 
 
 
tergabung dalam satu kelompok yang memiliki bentuk biji padi yang 
langsing.  Masing-masing lokasi memiliki rasio P/L berturut-turut 3,01; 
3,04; 3,08 dan 3,04.  Bentuk biji dari keenam padi varietas Rojolele yang 
diuji memiliki rasio P/L yang mendekat pada angka 3 yang merupakan 
perbatasan antara bentuk lonjong dan langsing.  Variasi yang terjadi pada 
bentuk biji sangat kecil yang tidak memberikan perbedaan yang nyata. 
Warna biji untuk padi varietas Rojolele dari keenam lokasi 
(Gledeg, Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji dan Trasan) adalah kuning.  
Secara visual tidak ada variasi warna biji diantara keenam lokasi padi 
varietas Rojolele yang diuji.  Pada permukaan biji padi varietas Rojolele 
memiliki dua garis memanjang dan rambut-rambut kecil (hairines).  Warna 
dan alur permukaan biji padi varietas Rojolele lokasi Taji dapat dilihat 
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pada Gambar 9.  Warna dan alur permukaan biji padi varietas Rojolele 
untuk 5 (lima) lokasi lainnya terlihat pada Lampiran 4.  
   
a
c
a d
Pembesaran 40X
b
 
 
Gambar 9.   Warna dan alur permukaan biji padi varietas Rojolele yang 
          berasal dari Taji 
           Keterangan:  a. awn (bulu); b. gabah; c. rambut halus;  
                             d. alur tempat pertemuan antara lemma dan palea 
 
 
 
B. Sifat Morfologi Serbuk Sari Padi (Oryza sativa) Varietas Rojolele 
Hasil pengamatan morfologi serbuk sari untuk keenam 
populasi secara garis besar dapat dilihat pada Gambar 10.  Data 
morfologi hasil pengamatan serbuk sari dengan menggunakan mikroskop 
cahaya seperti terlihat pada Tabel 4. 
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Gambar 10.  Bentuk serbuk sari padi varietas Rojolele yang berasal 
       dariTrasan (pembesaran 400x) 
            Keterangan: a. apertura; b. eksin; c. intin 
 
Tabel 4.  Data morfologi serbuk sari padi varietas Rojolele 
Uraian 
Gledeg Kadilajo Karangan Mrisen Taji Trasan
- Unit serbuk sari Monad Monad Monad Monad Monad Monad
- Bentuk apertura Ulcus Ulcus Ulcus Ulcus Ulcus Ulcus
- P/E 1,032 0.966 1,023 0,9595 0.9605 0,987
- Bentuk serbuk sari Prolate Oblate Prolate Oblate Oblate Oblate
spheroidal spheroidal spheroidal spheroidal spheroidal spheroidal
- Ukuran serbuk sari Kecil Kecil Kecil Kecil Kecil Kecil
- Posisi apertura Distal Distal Distal Distal Distal Distal
- Polaritas Isopolar Isopolar Isopolar Isopolar Isopolar Isopolar
- Simetri Radial Radial Radial Radial Radial Radial
- Ornamentasi Psilate Psilate Psilate Psilate Psilate Psilate
Padi varietas Rojolele
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1. Rojolele Gledeg 
 Unit  serbuk sari monad, bentuk prolate spheroidal (P/E = 1,032), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  15 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.   
2. Rojolele Kadilajo 
 Unit  serbuk sari monad, bentuk  oblate spheroidal (P/E = 0,966), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  14 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.   
3. Rojolele Karangan 
 Unit  serbuk sari monad, bentuk prolate spheroidal (P/E = 1,023), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  14 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.   
4. Rojolele Mrisen 
 Unit  serbuk sari monad, bentuk oblate spheroidal (P/E = 0,9595), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  14 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.   
5. Rojolele Taji 
Unit  serbuk sari monad, bentuk oblate spheroidal (P/E = 0,9605), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  15 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.   
6. Rojolele Trasan 
Unit  serbuk sari monad, bentuk oblate spheroidal (P/E = 0.987), 
ukuran kecil (aksis terpanjang  15 µm), tipe apertura ulcus, posisi 
apertura distal, polaritas isopolar, simetri radial, ornamentasi psilate.  
 73 
     Hasil pengamatan morfologi serbuk sari padi varietas Rojolele 
dari keenam lokasi yaitu Gledeg, Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji dan 
Trasan terlihat bahwa kesemuanya memiliki karakter morfologi serbuk 
sari yang sama kecuali bentuk serbuk sarinya yang merupakan rasio 
antara aksis polar dan aksis ekuatorial (P/E).  Berdasarkan bentuk serbuk 
sarinya keenam padi varietas Rojolele yang diuji terbagi menjadi 2 (dua) 
kelompok.  Kelompok pertama yang memiliki serbuk sari berbentuk 
prolate spheroidal terdiri dari Gledeg dan Karangan.  Kelompok kedua 
terdiri dari Kadilajo, Mrisen, Taji dan Trasan memiliki bentuk serbuk sari 
oblate spheroidal.  Kedua bentuk tersebut termasuk dalam bentuk 
subspheroidal (Erdtman, 1952). 
 Padi varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji memiliki 
apertura tunggal.  Hal ini sesuai dengan yang diutarakan oleh Erdtman 
(1952) dan Tjitrosoepomo (1988) bahwa Gramineae pada umumnya 
memiliki satu celah atau liang. 
Pengamatan ornamentasi eksin serbuk sari padi varietas 
Rojolele dari keenam lokasi yang diuji terlihat bahwa ornamentasinya 
psilate atau halus. Pada umumnya tanaman biji-bijian, ornamentasi 
serbuk sarinya psilate.  Dinding serbuk sari biji-bijian terdiri dari 3 (tiga) 
lapis yaitu ektexine dan endexine, dan ketiga adalah lapisan 
“mesexinous” yang mengisi ruang diantara kedua lapisan diatas 
(Erdtman, 1952). Namun dinding serbuk sari yang terlihat jelas hanya 2 
(dua) kemungkinan adalah ektexine dan endexine sedang lapisan 
mesexinous tidak terlihat jelas. 
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Ukuran serbuk sari berdasarkan panjang aksis terpanjang. 
Dari hasil pengukuran tercatat aksis terpanjang padi varietas Rojolele dari 
lokasi Gledeg (15 µm), Kadilajo (14 µm), Karangan (14 µm), Mrisen (14 
µm), Taji (15 µm) dan Trasan (15 µm).  Dengan melihat ukuran 
panjangnya maka serbuk sari tersebut termasuk memiliki ukuran kecil. 
Sesuai yang dikatakan Erdtman (1952) bahwa serbuk sari dengan ukuran 
aksis terpanjangnya antara 10-25 µm termasuk kecil.  Dengan demikian 
padi varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji termasuk dalam 
kategori ini. 
Pengolahan data bentuk serbuk sari menggunakan 
Hierarchical Cluster Analysis dengan metode Average Linkage (Between 
Groups) program SPSS 11.5 dihasilkan dendrogram padi varietas 
Rojolele berdasarkan bentuk serbuk sari seperti yang terlihat pada 
Gambar 11.  Skala jarak kelompok 15 pada dendrogram tersebut 
mengelompokkan padi varietas Rojolele yang diuji kedalam 3 kelompok. 
Padi varietas Rojolele dari lokasi Kadilajo, Mrisen, Taji dan Trasan 
bergabung kedalam satu kelompok.  Sedang padi varietas Rojolele dari 
lokasi Gledeg dan Karangan masing-masing membentuk kelompok 
tersendiri. 
Pada dasarnya dari data yang diperoleh, serbuk sari padi 
varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji memiliki morfologi serbuk 
sari yang sama.  Menurut Erdtman (1952) analisis serbuk sari dapat 
digunakan untuk menentukan spesies tumbuhan.  Hidayat (1995) 
mengatakan bahwa serbuk sari mempunyai ciri morfologi yang khas yang  
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Gambar 11.   Dendrogram padi varietas Rojolele berdasarkan data  
          bentuk serbuk sari  
          Keterangan : 
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo  5.  Taji 
3. Karangan  6.  Trasan 
 
dapat digunakan untuk mengidentifikasi taksa pada suatu familia.  Padi 
Rojolele yang berasal dari Gledeg, Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji dan 
Trasan termasuk dalam satu varietas yang berada dibawah spesies.  
Karakter morfologi serbuk sari dalam satu varietas tidak menunjukkan 
adanya keragaman.  
 
C.  Pola Pita Isozim Populasi Padi (O. sativa) Varietas Rojolele 
Hasil elektroforesis menunjukkan bahwa isozim peroksidase 
dan esterase yang diuji dapat divisualisasikan dengan baik sehingga 
memungkinkan untuk dilakukan interpretasi genetik.  Zimogram pola pita 
isozim peroksidase terlihat  pada Gambar 12. 
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Rf 1 2 3 4 5 6
0,021
0,042
0,063
0,381
0.447  
Gambar 12.  Zimogram isozim peroksidase pada padi varietas Rojolele 
   Keterangan: 
Rf : jarak migrasi    
1 Gledeg  4.  Mrisen 
2 Kadilajo  5.  Taji 
3 Karangan  6.  Trasan 
 
Peroksidase mengekspresikan 5 pita pada Rf 0,021 ; 0,042 ; 
0,063 ; 0,381 dan 0,447.  Pita nomor 1,2,3 dan 5 terdapat pada semua  
padi varietas Rojolele dari kenam lokasi yaitu Gledeg, Kadilajo, Karangan, 
Mrisen, Taji dan Trasan.  Sedang pita nomor 4 (Rf : 0,381) dimiliki pada 
padi varietas Rojolele dari lokasi Kadilajo, Mrisen, dan Trasan. 
Berdasarkan perbedaan sifat kualitatif dan kuantitatif pita 
peroksidase pada 6 (enam) lokasi padi varietas Rojolele yang diuji 
terdapat 3 pola pita seperti terlihat pada Gambar 13. 
Pola pita A dimiliki oleh padi varietas Rojolele dari lokasi 
Gledeg, Karangan dan Taji, pola pita B dimiliki oleh padi varietas Rojolele 
dari lokasi Kadilajo dan Mrisen.  Padi varietas Rojolele dari lokasi Trasan 
memiliki pola pita C. 
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0,447
 
Gambar 13.  Pola pita Peroksidase padi varietas Rojolele 
 
Ditinjau dari jumlah pita isozim peroksidase pada padi 
varietas Rojolele bervariasi antara 4 dan 5 pita.  Padi varietas Rojolele 
yang berbulu pendek yaitu dari lokasi Kadilajo, Mrisen dan Trasan 
memiliki 5 pita.  Sedang padi varietas Rojolele yang berbulu panjang 
memiliki 4 pita yaitu dari lokasi Gledeg, Karangan dan Taji.  Ito et al. 
(1991) telah melakukan pemurnian dan karakterisasi peroksidase pada 
padi berdasarkan titik elektriknya diperoleh 25 komponen peroksidase. 
Dari zimogram isozim peroksidase yang diperoleh diubah 
menjadi data biner.  Nilai 1 (satu) diberikan untuk munculnya pita dan nilai 
0 (nol) diberikan untuk tidak munculnya pita.  Dengan demikian didapat 
data biner isozim peroksidase seperti terlihat pada Tabel 5. 
Data biner tersebut selanjutnya dianalisis dengan 
menggunakan  Hierarchical Cluster Analysis dengan metode Average 
Linkage (Between Groups) program SPSS 11.5 dihasilkan dendrogram  
seperti yang terlihat pada Gambar 14. 
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Tabel 5. Data biner isozim peroksidase 
       
Rf
Gledeg Kadilajo Karangan Mrisen Taji Trasan
0,021 1 1 1 1 1 1
0,042 1 1 1 1 1 1
0,063 1 1 1 1 1 1
0,381 0 1 0 1 0 1
0,447 1 1 1 1 1 1
Populasi padi varietas Rojolele
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Gambar 14.  Dendrogram padi varietas Rojolele berdasarkan 
                  pola pita isozim peroksidase 
             Keterangan : 
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo  5.  Taji 
3. Karangan  6.  Trasan 
 
Pola pita isozim Esterase dapat dilihat dalam zimogram pada 
Gambar 15.  Esterase mengekspresikan sebanyak 4 pita pada Rf 0,024 ; 
0,143 ; 0,214; 0,238.  Pita 1 (Rf : 0,024), 2 (Rf : 0,143) dan 3 (Rf : 0,214)  
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0,214
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Rf
  
Gambar 15.  Zimogram pola pita isozim Esterase pada padi varietas  
            Rojolele 
            Keterangan: 
Rf : jarak migrasi    
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo 5.  Taji 
3. Karangan 6.  Trasan 
 
dimiliki oleh semua padi varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji. 
Pita 4 (Rf : 0,238) hanya dimiliki padi varietas Rojolele dari lokasi Gledeg, 
Karangan dan Taji. Berdasarkan jumlah pita yang terekspresi, padi 
varietas Rojolele yang berbulu panjang memiliki 4 pita. Sedang padi 
varietas Rojolele berbulu pendek memiliki 3 pita.  Rothe (1994) 
mengatakan bahwa isozim Esterase memiliki 2 – 10 pita. 
Berdasarkan perbedaan sifat kualitatif dan kuantitatif pita 
Esterase pada padi varietas Rojolele dari 6 (enam) lokasi yang diuji 
terdapat 2 pola pita seperti terlihat pada Gambar 16.  Ditinjau dari pola 
pita Esterase, padi varietas Rojolele dari lokasi Gledeg, Karangan dan 
Taji  memiliki pola pita A.  Sedang pola pita B dimiliki padi varietas 
Rojolele dari lokasi Kadilajo, Mrisen dan Trasan. 
   Identifikasi keragaman genetik padi Rojolele pernah 
dilakukan dengan menggunakan 11 macam marker isozim.  Hasil  
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Gambar 16.  Pola pita isozim Esterase padi varietas Rojolele 
 
identifikasinya antara lain marker Est-1 memiliki 2 (dua) pita, marker Est-2 
memiliki 2 (dua) pita dan marker Est-3 hanya memiliki 1 (satu) pita 
(Iskandar dkk., 1993).  Analisis pita DNA padi varietas Rojolele dengan 
menggunakan primer UBC 97 diperoleh 2 pita, UBC 98 diperoleh 3 pita, 
UBC 100 diperoleh 7 pita, UBC 226 muncul 5 pita (Ishak, 2000). 
Dari zimogram isozim esterase yang diperoleh diubah 
menjadi data biner.  Nilai 1 (satu) diberikan untuk munculnya pita dan nilai 
0 (nol) diberikan untuk tidak munculnya pita.  Dengan demikian didapat 
data biner isozim peroksidase seperti terlihat pada Tabel 6. 
 
Tabel 6.  Data biner isozim esterase 
 
    
Rf
Gledeg Kadilajo Karangan Mrisen Taji Trasan
0,024 1 1 1 1 1 1
0,143 1 1 1 1 1 1
0,214 1 1 1 1 1 1
0,238 1 0 1 0 1 0
Populasi padi varietas Rojolele
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Data biner tersebut selanjutnya dianalisis dengan 
menggunakan  Hierarchical Cluster Analysis dengan metode Average 
Linkage (Between Groups) program SPSS 11.5 dihasilkan dendrogram  
seperti yang terlihat pada Gambar 17. 
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Gambar  17.  Dendrogram padi varietas Rojolele berdasarkan 
              isozim esterase 
    Keterangan: 
Rf : jarak migrasi    
1. Gledeg  4.  Mrisen 
2. Kadilajo 5.  Taji 
3. Karangan 6.  Trasan 
 
Migrasi molekul-molekul enzim dalam elektroforesis 
dipengaruhi oleh muatan elektrik dan bentuk molekul. Perbedaan migrasi 
enzim pada spesies yang berbeda atau pada populasi yang berbeda 
dalam spesies yang sama menunjukkan derajat variasi genetik 
diantaranya. Perbedaan fenotif isozim, meskipun tidak muncul dalam 
fenotif spesies  menunjukkan adanya keragaman genetik dari beberapa 
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lokus isozim (Karcicio and Izbirak, 2003).  Perbedaan tebal tipisnya pita 
yang muncul dalam elektroforesis disebabkan karena perbedaan jumlah 
dari molekul-molekul yang termigrasi.  Menurut Weier et al. (1982) ada 
beberapa keterbatasan metode ini yang didasari oleh variasi genetik. 
Pertama, tidak semua tipe enzim memiliki variabel yang sama.  Kedua, 
tidak semua perubahan rangkaian asam amino enzim akan menyebabkan 
perubahan muatan elektrik atau bentuk molekul.  Maksudnya bahwa dua 
molekul dengan perbedaan yang tipis akan masih mengalami migrasi 
pada titik yang bersinggungan pada gel, dan dalam kasus tersebut, akan 
dinilai oleh penguji sebagai hal yang identik, meskipun pada 
kenyataannya berbeda. 
 Analisis isozim baik Peroksidase dan Esterase menunjukkan 
bahwa padi varietas Rojolele yang diuji terkelompok menjadi 2(dua).  
Terjadinya variasi isozim baik Peroksidase maupun Esterase sejalan 
dengan terjadinya variasi morfologi biji terutama panjang bulunya.  Padi 
varietas Rojolele yang berbulu panjang yang terdiri dari padi varietas 
Rojolele dari lokasi Gledeg, Karangan dan Taji memiliki pola pita isozim 
yang sama.  Sedang padi varietas Rojolele yang berbulu pendek yang 
terdiri dari padi varietas Rojolele yang berasal dari Kadilajo, Mrisen dan 
Trasan juga memiliki pola pita yang sama.  Kedua kelompok tersebut 
memiliki morfologi biji (panjang bulu) yang berbeda dan pola pita isozim 
baik Peroksidase maupun Esterase yang berbeda pula.  Dengan 
demikian dapat dikatakan bahwa terjadinya variasi morfologi biji (panjang 
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bulu) padi varietas Rojolele yang diuji juga memiliki variasi secara genetik  
pada pola pita isozim Peroksidase maupun Esterase.    
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BAB V 
PENUTUP 
 
A. Kesimpulan 
Dari penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan sebagai 
berikut: 
1. Padi varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji memiliki 
karakter warna dan alur permukaan biji yang sama.  Karakter 
bentuk bijinya tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan.  
Berdasarkan karakter panjang bulu padi varietas Rojolele dari 
keenam lokasi yang diuji terkelompok menjadi 2 (dua).  Kelompok 
pertama meliputi padi varietas Rojolele yang berasal dari Gledeg, 
Karangan dan Taji yang memiliki bulu panjang.  Kelompok kedua 
meliputi padi varietas Rojolele yang berasal dari Kadilajo, Mrisen 
dan Trasan yang memiliki bulu pendek.  Padi varietas Rojolele 
yang dibudidayakan di Kabupaten Klaten memiliki keragaman 
morfologi biji ditinjau dari karakter panjang bulunya. 
2. Padi varietas Rojolele dari keenam lokasi yang diuji yaitu Gledeg, 
Kadilajo, Karangan, Mrisen, Taji dan Trasan memiliki morfologi 
serbuk sari yang menunjukkan tidak adanya variasi morfologi.  Hal 
ini menunjukkan bahwa pada tingkatan varietas tidak memiliki 
keragaman morfologi serbuk sari. 
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3. Pola pita isozim Peroksidase dan Esterase pada padi varietas 
Rojolele dari keenam lokasi yang diuji dapat divisualisasikan 
dengan baik.  Pola pita isozim Peroksidase padi varietas Rojolele 
yang berasal dari Gledeg, Karangan dan Taji memiliki 4 pita, 
sedang yang berasal dari Kadilajo, Mrisen dan Trasan memiliki 5 
pita.  Pola pita isozim Esterase padi varietas Rojolele yang berasal 
dari Gledeg, Karangan dan Taji memiliki 4 pita, sedang yang 
berasal dari Kadilajo, Mrisen dan Trasan memiliki 3 pita.  Padi 
varietas Rojolele yang diuji memiliki keragaman genetik (pola pita 
isozim). 
4. Terjadinya keragaman morfologi biji terutama karakter panjang 
bulunya signifikan dengan terjadinya keragaman genetik.  Dengan 
demikian bahwa keragaman morfologi padi varietas Rojolele yang 
diuji terjadi karena pengaruh genetik.  
 
B. Saran 
Informasi padi varietas Rojolele masih harus terus digali, 
sehingga terkumpul data yang lengkap dan pemanfatannya lebih 
maksimal.  Oleh karena itu penelitian padi varietas Rojolele perlu 
ditindaklanjuti, antara lain: 
1. Variasi pola pita isozim merupakan awal untuk mengetahui 
terjadinya variasi genetik padi varietas Rojolele. Oleh karena itu 
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perlu ditindaklanjuti penelitian dengan memanfaatkan data DNA, 
kromosom. 
2. Penelitian tentang hubungan antara keragaman padi varietas 
Rojolele dengan ketahanan terhadap hama dan penyakit, 
penanganan pasca panen serta kualitas berasnya perlu 
ditindaklanjuti sehingga melengkapi informasi tentang padi varietas 
Rojolele sebagai dasar dalam pengelolaannya.  
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Lampiran 1.  Berbagai bentuk serbuk sari pada tumbuhan monokotil (1-3) 
           dan dikotil (4-6) 
 
 
 
 
 
Lampiran 2.  Warna dan alur permukaan biji padi varietas Rojolele yang 
diuji 
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Lampiran 3.  Tanaman padi varietas Rojolele 
  
       
Padi varietas Rojolele berasal dari desa Kadilajo 
 
 
        
Padi varietas Rojolele berasal dari desa Karangan 
 
 
 
 
 95 
Lampiran 4.  Pengambilan serbuk sari bunga padi varietas Rojolele 
 
       
Pengambilan malai padi 
 
      
Bunga padi diperbesar 40x 
 
   
Serbuk sari dimasukkan kedalam effendorf 1,5 ml 
yang telah berisi larutan FAA 
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Lampiran 5.  Morfologi serbuk sari padi varietas Rojolele 
Gledeg Kadilajo
Karangan Mrisen
Taji Trasan
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Lampiran 6.  Pola pita isozim Peroksidase 
 
 
Keterangan: Gl. Gledeg; Kd. Kadilajo; Kr. Karangan; 
       Mr. Mrisen; Tj. Taji; Tr. Trasan 
 
 
Lampiran 7.  Pola pita isozim Esterase 
 
 
Keterangan: Gl. Gledeg; Kd. Kadilajo; Kr. Karangan; 
      Mr. Mrisen; Tj. Taji; Tr. Trasan 
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Lampiran 8. Zimogram pola pita isozim Peroksidase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 99 
Lampiran 9. Zimogram pola pita isozim Esterase 
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Lampiran 10.  Daftar Pengelompokan 
       
1 AVERAGE LINKAGE (BETWEEN GROUPS) PANJANG BULU  
 PADI VARIETAS ROJOLELE     
 Daftar pengelompokan    
       
 Tahap Kombinasi kluster Koefisien   
   Kluster 1 Klster 2     
 1 4 6 20,505   
 2 2 4 54,192   
 3 3 5 107,155   
 4 1 3 154,650   
 5 1 2 4.506,754   
           
       
       
       
       
2 AVERAGE LINKAGE (BETWEEN GROUPS) BENTU BIJI  
 PADI VARIETAS ROJOLELE     
 Daftar pengelompokan    
       
 Tahap Kombinasi kluster Koefisien   
   Kluster 1 Klster 2     
 1 4 6 0,036   
 2 3 4 0,051   
 3 3 5 0,088   
 4 1 3 0,210   
 5 1 2 1,233   
           
       
       
       
       
3 AVERAGE LINKAGE (BETWEEN GROUPS) INDEKS P/E SERBUK SARI 
 PADI VARIETAS ROJOLELE     
 Daftar pengelompokan    
       
 Tahap Kombinasi kluster Koefisien   
   Kluster 1 Klster 2     
 1 2 5 0,061   
 2 4 6 0,063   
 3 2 4 0,089   
 4 1 2 0,141   
 5 1 3 0,173   
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4 AVERAGE LINKAGE (BETWEEN GROUPS) ISOZIM PEROKSIDASE 
 PADI VARIETAS ROJOLELE     
 Daftar pengelompokan    
       
 Tahap Kombinasi kluster Koefisien   
   Kluster 1 Klster 2     
 1 4 6 0,000   
 2 3 5 0,000   
 3 2 4 0,000   
 4 1 3 0,000   
 5 1 2 1,000   
           
       
       
       
5 
AVERAGE LINKAGE (BETWEEN GROUPS) ISOZIM 
ESTERASE  
 PADI VARIETAS ROJOLELE     
 Daftar pengelompokan    
       
 Tahap Kombinasi kluster Koefisien   
   Kluster 1 Klster 2     
 1 2 6 0,000   
 2 3 5 0,000   
 3 4 2 0,000   
 4 1 3 0,000   
 5 1 2 1,000   
           
       
 
 
 
